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Trillions  of  blood  and  immune  cells  are  produced  daily  to  sustain  the  functioning  of  the 
organism. This process is maintained by activity of hematopoietic stem cells (HSCs) that reside in 
the bone marrow (Figure 1). HSCs are unique in their ability to self‐renew (produce more HSCs) 
and differentiate  into  all mature blood  lineages. The equilibrium between  these processes  is 
crucial  for  tissue maintenance  during  the  lifetime  of  the  organism.  For  instance,  functional 









(right  side).  Some  of  the  progenitor  stages  are  indicated  and  are  as  follows:  ST‐HSC  ‐  short‐term HSCs; MPP  – 






HSCs  often  serve  as  an  example  for  other  adult  stem  cells  (2).  Currently,  it  is  commonly 
appreciated that the maintenance and repair of most adult organs is supported by presence of a 
small population of  tissue‐specific  stem  cells. Already  in  the beginning of 1960s,  it has been 
shown that a population of cells within the bone marrow possesses abilities for self‐renewal and 
differentiation  into multiple  lineages  (3).  This  discovery  paved  the way  to  the  regenerative 
medicine  field  and  shaped  basic  concepts  of  stem  cell  biology.  Second,  changes  in HSC  pool 
underlie development of  certain hematopoietic diseases  and  alteration of  the hematopoietic 
function  in  aging,  for  instance,  decline  of  immune  system  and  increased  rate  of  myeloid 
malignancies. Third, HSCs are  the  first adult  stem  cells used  in  clinics. The  first bone marrow 
transplantation was performed  in 1958 for treatment of  leukemia (4). Currently, bone marrow 




specialized  bone marrow  environment where  the HSCs  reside.  Several  parameters  are  often 
used to characterize the functionality of HSCs (Figure 2):  
1) Repopulating  ability  –  how  much  of  mature  cells  can  a  stem  cell  produce  upon 
transplantation  into  recipient  animal.  The host’s own hematopoietic  system  is usually 
ablated by irradiation.  
2) Turnover rate – division rate of an HSCs.  





5) Mobilization  capacity  –  property  complementary  (opposite)  to  homing/engraftment, 
characterizes  an  ability  of  a  cell  to  leave  the  bone marrow  niche  and  to  enter  blood 




methods  over  the  last  decade,  a  number  of  research  laboratories  employed  single‐cell 
transplantation  to  demonstrate  a  profound  degree  of  heterogeneity  of  various  features  of 
individual HSCs originating from a single animal (Figure 2) (5,6). For  instance, contribution of a 


















to  produce  cells  of  lymphoid  and  myeloid  lineage  can  be  remarkably  biased  (5,9).  HSCs  also  have  different 
repopulation capacity, which results  in different sizes of clone that  is formed (6). Based on their cycling behavior, 
HSCs can be classified as quiescent (dormant) and homeostatic (actively cycling). Dormant HSCs are dividing once in 







Figure  3.  Changes  in HSC  pool with  aging. During  aging,  the  number  of  phenotypically‐defined HSCs  increases 
dramatically,  whereas  both  the  frequency  of  functional  HSCs  within  the  putative  pool  and  the  repopulation 
capacity per HSC decreases (12). Production of mature cells becomes skewed towards the myeloid lineage. Ability 
of HSCs to home bone marrow niches declines. Studies on changes in mobilization upon aging are scarce and come 
to opposite  conclusions  (13‐15).  Increased  levels of DNA damage, ROS, pro‐inflammatory molecules and  loss of 
polarization of distribution of certain proteins in the cell have also been described (12).  
 
Additionally,  HSCs  from  old mice  demonstrate  a  reduced  ability  to  home  and  engraft  bone 
marrow niches, and show alternated mobilization  in response to cytokines (7,14,22). Although 
the phenotype of aged HSCs has now been well described, our view on the underlying molecular 
mechanisms  is not yet well developed. Transcriptome profiling data  show  that HSC aging has 
been  associated  with  an  upregulation  of  myeloid  and  a  concomitant  downregulation  of 
lymphoid genes,  increased production of  reactive oxygen species  (23), elevated  levels of DNA 
damage and an activation of pro‐inflammatory molecules (24‐26). Recently, loss of cell polarity, 
modulated by  the  small Rho GTPase Cdc42,  in old HSCs has been described as a novel aging 
mechanism (27).  
At  the  same  time,  despite  of  over  5  decades  of  research  on  HSCs, many  old  fundamental 
questions of HSC biology are still a matter of discussion. For instance, while thousands of HSCs 
reside  in  the  bone marrow,  there  is  no  general  consensus  on  the  number  of HSCs  that  are 
simultaneously  participating  in  blood  production  at  a  moment  of  time  (28).  Similarly,  it  is 
unknown  how  HSCs  regulate  their  cycling  rate  (28).  While  some  authors  suggest  that 
contribution of HSCs to blood is stable over time (29,30), others propose that HSCs can exist in 
two stages – quiescent  (dormant) and homeostatic  (actively cycling)  (10,11). To address these 











A  number  of  clonal  assays  take  advantage  of  naturally  occurring  mutations,  chromosomal 
abnormalities, copy number variations, and rearrangements and are mostly used for analysis of 
hematopoietic malignancies (32,34). While these methods don’t require external manipulation, 




not  require discrimination of  clones, but demand  large number of mice  to  achieve  sufficient 
numbers  and  preclude  analysis  in  polyclonal  situation  (5,6).  On  contrary,  viral  marking  of 
hematopoietic cells allows transplanting and simultaneously  following  large number of clones. 
Retroviral transduction results in semi‐random insertion of viral DNA into mouse genome, which 
can  be  consequently  retrieved  by  integration  site  analysis.  The  major  drawback  of  these 
techniques  is  their  dependency  on  genome  restriction  (insertions  outside  of  proximity  to 





data),  or  by  recombination  (38,39).  These  methods  have  been  useful  for  in  situ  analysis, 
however, the number of (distinguishable) colors is limited, and therefore truly clonal analysis of 
blood is challenging.  
To  summarize,  performing  quantitative  high‐resolution  analysis  of  in  polyclonal  situation  is 
challenging  due  to  limitations  of  technology  (28).  Recently,  to  circumvent  the  drawbacks  of 
available approaches, cellular barcoding method has been introduced for analysis of polyclonal 
populations in hematopoietic system (40,41). This technique is based on insertion of a random 
sequence  fragment  into  the  viral  vector  (Figure  4).  Upon  transduction,  barcoded  vector 











introduced  unique  genetic  label  into  genome 
of each HSC  (right). Barcoded  vectors used  in 






Chapter 2  reviews  the  literature  focused on heterogeneity  in  the HSC pool and describes  the 
clinical relevance of changes in representation of different HSC subsets.  
Chapter 3 discusses the long standing controversy regarding the number of HSCs participating in 
blood production over  the  lifespan.  It  further  illustrates how  technology used  for assessment 
can affect the conclusions of clonal analysis in hematopoietic system. It also introduces cellular 
barcoding  as  a  method  for  unbiased  clonal  analysis  and  specifies  criteria  for  successful 
application of the barcoding technique.  
Chapter 4 provides experimental validation of barcoding technique. Further, barcoding method 
is  used  to  study  short‐term  and  long‐term  clonal  fluctuations  in  polyclonal  murine 
hematopoiesis. At last, it demonstrates HSC pool size changes occurring during aging.  
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representation of distinct HSC  subsets  in  the bone marrow are associated with aging and 
certain  types  of  hematopoietic  disorders.  Therefore,  understanding  and  addressing  HSC 
heterogeneity  is of major clinical  importance and may  lead to the development of superior 
treatment protocols. For instance, HSC transplantations should ensure re‐establishment of a 
heterogeneous HSC pool in recipient patients. Although heterogeneity in the stem cell pool 
has been  studied  less  extensively  in  humans  than  in mice,  clonal  tracking  in  recent  gene 
therapy  trials  serves  as  an  important  source  of  information  on  stem  cell  behavior. 













division  steps  in which  they  generate distinct  intermediate  cell populations  (2)  and  gradually 
lose their ability to self‐renew. The ability for self‐renewal and multilineage differentiation is the 
unique feature of HSCs.  
Traditionally,  it has been assumed  that all  stem cells possess  similar developmental potential 
and are equally  capable of producing  cells of all  lineages  (Figure 1). Multiple  strategies were 
developed  that were  aimed  to  purify  a  homogeneous  stem  cell  population, where  each  and 
every single stem cell possessed equal potential. However, the notion of stem cell homogeneity 
was  challenged  by  data  indicating  a  high  level  of  heterogeneity  of murine  HSC  in  terms  of 
differentiation  program  (3,4),  repopulating  capacity  (5,6),  and  turnover  rate  (7,8).  Although 
much effort  is put  in uncovering  improved ways to characterize and (prospectively)  isolate the 
putative hematopoietic  stem  cell, a growing body of data points out  that THE hematopoietic 
stem cell does not exist. In contrast, intrinsic heterogeneity may be a key characteristic of HSCs. 
Existence of stem cells with different behavior provides a new perspective on current views of 
normal and pathological hematopoiesis. Recent data on HSC heterogeneity  suggests  that  the 
equilibrium of different stem cell subsets can be crucial in maintaining blood homeostasis, while 






The  unique  opportunity  to  track  individually marked  human HSCs  provided  by  gene  therapy 











Figure 1. Traditional model of differentiation and  commitment of hematopoietic  stem  cells.  Long‐term  (LT‐HSC) 
and  short‐term  (ST‐HSC)  HSCs  reside  at  the  top  of  hematopoietic  hierarchy.  Both  these  populations  have 
multilineage  developmental  potential,  but  ST‐HSCs  have  lower  self‐renewal  capacity  (75). Upon  differentiation, 
HSCs  are  equally  capable  of  producing  all mature  blood  lineages  via  a  chain  of  progenitor  populations  with 
restricted  lineage  commitment.  MPP  ‐  multipotent  progenitor,  CMP  ‐  common  myeloid  progenitor,  LMPP  ‐ 
lymphoid‐primed  multipotent  progenitor,  MEP  ‐  megakaryocyte‐erythroid  progenitor,  GMP  ‐  granulocyte‐
macrophage progenitor, CLP ‐ common lymphoid progenitor. Self‐renewal is indicated in the round arrows.  
 
immunophenotype, but unlike,  for  instance,  the  situation  in  the  intestine, where Lgr5 can be 
used  as  a  single  stem  cell marker  (9);  such mono‐markers  have  neither  been  found  in  the 
hematopoietic system (10), nor in most other tissues. In a young mouse, differential expression 
of several surface molecules allows  isolation of populations containing up to 50% of  long‐term 
repopulating HSCs  (11–13).  In  the  human  system,  the  knowledge  of HSC  surface  proteins  is 
much more  limited, and  typically only a  few markers are used  in purification protocols. These 
include lineage negative, CD34, CD90/Thy1 (14), CD38 (15) and CD45RA (16). 
The most  stringent  way  to  demonstrate  the  “stemness”  of  a  cell  is  to  test  its  function  by 





otherwise  impaired.  Several  criteria,  based  on  either  long‐term  repopulating  ability,  self‐
renewal  capacity  in  serial  transplantation,  or  multilineage  differentiation  potential,  were 
proposed  to  define  a  stem  cell.  In  the mouse  system,  a  very  common  definition  of  a  HSC 
requires a cell to be able to contribute at least 1% of chimerism in both myeloid and lymphoid 
lineages  for  16  weeks  post  transplantation  into  a  recipient  animal  (6,17).  Yet,  several 




The  first  insights  into  differences  of  clonal  behavior  of  distinct  HSC  were  provided  by 
experiments on retrovirally transduced stem cells that demonstrated a high degree of diversity 
in  the HSC pool. Contributions of  individual HSC clones  to myeloid and  lymphoid  lineages and 
their  engraftment  kinetics  were  strikingly  different  (5,18).  Since  then,  the  development  of 
murine HSC enrichment methods, allowing isolation of stem cells with sufficient purity (19), has 
propelled  single‐cell HSC  studies.  It was demonstrated  that  individual HSCs possess markedly 
diverse self‐renewal capacity and repopulating activity upon transplantation into irradiated host 
mice  (6,20).  For  instance,  in  competitive  repopulation  assays,  single  purified  cells  could 
contribute from as low as 2.5% to as high as 63% of white blood cell chimerism in recipient mice 
(6).  Interestingly,  the  size of  the HSC clone was correlated with  the ability of an HSC  for self‐
renewal.  The  cells  with  the  highest  repopulating  activity  were  also more  likely  to  produce 
transplantable progeny in secondary transplantations (6). However, the ability to produce cells 
of  myeloid,  T‐  or  B‐lymphoid  lineages  varied  significantly,  even  between  cells  with  similar 
repopulating capacity.  
Notably,  this  fundamental  feature  allowed  classification  of  each  HSC:  data  on  both  limiting 
dilution (3) and single‐cell transplantations (4) have shown existence of at least three stem cell 
developmental subtypes (Figure 2A). These cells differ in their ability to produce mature cells of 





underlies  the  proliferative  capacity  of  the  HSCs  (7,8).  It  has  been  proposed  that  a  high 









HSCs  are more  likely  to  provide  high  output  in  repopulating  assay  than  their  counterparts. Myeloid  bias,  high 
repopulating capacity, and quiescence have all been associated with high self‐renewal (6–8,31). 
 
Seventy percent of most primitive HSCs were  found  to be  in  the G0  stage of  the cell cycle,  in 
contrast to  less than 10%  in more differentiated progenitor cells  (7).The concept of dormancy 
has been discussed for several decades. For example, it has been shown that the most primitive 
HSCs  survive a very high dose of  the S‐phase specific cytotoxic drug 5‐fluorouracil  (5‐FU)  (25) 
and  that  cytokines  can  be  used  to  increase  sensitivity  of HSCs  towards  5‐FU  (26). However, 
recently  this concept was proven more directly, when  two  laboratories have combined  label‐
retaining  assays,  flow  cytometry,  and mathematical modeling  to  demonstrate  that  less  than 
30% of HSCs are contained in a dormant state (7,8). In these studies, cells were labeled in vivo 
by  traceable markers  that upon cellular division were diluted and became undetectable. Cells 
that  retained  the  label  after  a  prolonged  period  of  time  represented  slowly  cycling  cells. 
Measuring percentages of  these  label‐retaining cells  (LRCs) within  the stem cell population at 





modeling  of  these  data  demonstrated  that  the  stem  cell  pool  was  constituted  by  two  cell 
populations  with  different  cycling  times:  “dormant”  HSCs  that  divided  just  once  in 










One of  the  fundamental  questions  related  to HSC  heterogeneity  is  the  role  of deterministic, 
“programmed” decisions and stochastic factors, or biological noise,  in stem cell decisions.  It  is 
tempting to divide HSC subtypes  into binary categories: quiescent/cycling, myeloid‐/lymphoid‐




changeability of quiescent and  cycling  states of HSCs. When  fast‐cycling  cells  (more  than  five 
divisions  over  14‐week  period  in  the  primary  recipients)  were  re‐transplanted  into  non‐
irradiated secondary recipients, some of them remained quiescent over the period of 6 weeks, 
demonstrating  that  stem  cells  can  regulate  their  division  rate  (28).  This  notion  is  further 
supported  by  mathematical  models  and  simulations.  For  instance,  Glauche  et  al.  have  re‐
analyzed  the original data on  stem  cell quiescence/activation by Wilson et al.  (7),  taking  into 
consideration  individual  decisions  that  single  stem  cells  make  (29).  The  authors  have 
demonstrated that rather than being separated into categories with distinct cell cycle, individual 
HSCs could adapt their turnover rate in response to demands in blood production (29). Although 
general  changes occurring during  aging or  in disease  are  likely  to  shift HSC pool  in  a  certain 
direction,  some authors propose  that  it  is  impossible  to predict  the behavior of an  individual 
stem cell (30).  
HSC  heterogeneity may  be  an  important  attribute  of  balanced  hematopoiesis.  Both  data  of 
clonal skewing of  lymphomyeloid potential during aging  in mice (31–33), and models of clonal 








treatments  to  fight  human  blood  diseases  and  to  compensate  for  aging‐related  loss  of 
hematopoietic  function. Several hematopoietic disorders have been already directly  linked  to 
defects  in  HSCs,  and  more  evidence  arises  implicating  their  role  in  other  diseases.  Since 
different subtypes of HSCs exist, expansion or loss of clones of stem cell with distinct properties 
during  the  lifespan  of  the  organism  can  predispose  to  the  development  of  hematopoietic 
malignancies  (34)  and  contribute  to  impaired  hematopoietic  function  in  the  elderly.  Data 
demonstrating changes of HSC compartment in aging will be summarized below.  
Aging of the hematopoietic system  
In humans, aging  is associated with an elevated occurrence of anemias, a decline  in  immune 
response, and an  increased frequency of hematopoietic malignancies and certain autoimmune 
diseases  (35). Molecular studies  in mice provide cues about how changes  in the HSC pool can 
contribute to impaired hematopoiesis in aging. The hallmarks of this process include skewing of 
hematopoiesis  to  produce  more  myeloid  cells  at  the  expense  of  lymphoid  cell  production 
(36,37),  elevated  HSC  numbers  (36–39),  impaired  function  per  stem  cell  (36,37,40),  and 
decreased homing efficiencies after transplant (41) (reviewed in (42)).  
Hematopoietic  aging  is  orchestrated  by  the  interplay  between  intrinsic  and  extrinsic  factors, 
which  are  likely  to  be  related  both  to  the  aging  environment  (hematopoietic  niche)  and 
functional  changes  in  the HSCs.  Strikingly,  the  number  of  phenotypically  characterized HSCs 
increases  through  the  lifespan  of  a  mouse  (36–39).  Several  studies  report  a  7‐  to  16‐fold 
expansion of  the HSC pool  (42). However,  the  repopulation potential of  individual aged  stem 
cells  declines,  possibly  due  to  accumulation  of  DNA  damage  (43,44).  The  ability  of  HSCs  to 
generate cells of different lineages also changes and becomes “skewed” towards myeloid cells, 
while lymphoid lineage output declines (37,38,41). Recently, it has been demonstrated that this 
effect  is accompanied by  clonal expansion of myeloid‐biased HSCs  in  the aging bone marrow 
(31–33,45).  It was proposed that both higher self‐renewal potential (31) and unequal cytokine 
response  (32)  allow myeloid‐primed HSCs  to outperform  their  lymphoid‐biased  counterparts. 
Further, a significantly higher proportion of the aged HSCs are cycling (28,37,38,40), in contrast 
to predominantly dormant young HSCs.  
Changes  of  the  HSC  pool  during  aging  in  humans  have  been much  less  studied.  In  general, 
human hematopoiesis  is associated with decreased bone marrow cellularity during aging  (46). 
As  in mice,  the  frequency  of  primitive  cells  identified  by  immunophenotype  (CD34+CD38‐  or 






of  the whole  bone marrow  decays with  age.  A  study  of  6978  bone marrow  transplantation 
patients demonstrated that older donor age  is significantly associated with  lower disease‐free 
survival in transplant recipients (50).  
Interestingly,  lineage  changes  in  the  murine  HSC  compartment  mirror  the  human  aging 
phenotype, as reflected in immunological decline and increased frequency of myeloid cancers. It 




with  BCR‐ABL,  the  oncogene  often  associated with  chronic myeloid  leukemia  (CML),  causes 
myeloproliferative disease  (MPD)  in old mice, while young mice develop both B‐cell  leukemia 
and MPD (51).  
Complementary, heterogeneity of  leukemias  in the elderly population could be a reflection of 




Besides  a  general  aging‐related  clonal  shift,  hematopoietic  injuries  by  infections  or  cytotoxic 
agents could affect the balance of dormant and active cells in the organism.   
Loss of HSC quiescence – the evil and the good 
Since  dormant  HSCs  are  a  reservoir  preserving most  of  hematopoietic  repopulating  activity, 
clinical implications could arise if this compartment is disrupted. Stem cell proliferative potential 
is  not  unlimited,  and  self‐renewal  is  lost  upon  long‐term  divisions.  For  instance,  serial 
transplantations of HSCs are only possible  for  four  to  six  rounds  (53).  It  seems plausible  that 
repeated hematopoietic stress will lead to recurrent HSC proliferation, which has been shown to 
decrease  HSC  quality  (23).  As  a  consequence,  certain  treatments,  such  as  repeated 
chemotherapy, are  likely to result  in activation of dormant HSCs.  It remains to be  investigated 
what  the  long‐term  effects  of  this  therapy  will  be.  Several  recent  studies  indicated  that 
activation  of  quiescent  stem  cells  by  cytokines  associated  with  viral  and  bacterial  infection 
rendered them vulnerable to competition with HSCs resistant to stimulation (54,55).  
Conversely,  in  some  cases,  it  could  be  clinically  beneficial  to  activate  quiescent  stem  cells. 
Certain  types of  stress,  such  as  radiation‐induced damage,  are more detrimental  to dormant 






stem  cells  to  chemotherapeutic  drugs,  and  consequently  to  increase  response  to 
chemotherapeutics (reviewed in (10)). The first clinical study employing a combination of G‐CSF 
and imatinib mesolate is underway (58). 
Factors mediating  the  exit  of HSCs  from  the  quiescent  state  are mostly  unidentified  but  are 
likely  to  be  cytokines  and  growth  factors.  Current  known  signaling  molecules  include 
granulocyte colony‐stimulating factor (G‐CSF) (59), interferon‐α (55), and interferon‐γ (54). It is 
also  likely  that  molecules  that  were  used  many  years  ago  to  explore  their  potential  as 









(62)  and  lymphoid  developmental  potential  than  HSCs  from mobilized  blood  or  adult  bone 
marrow, and with increased donor age, the HSC pool will lose the ability to generate lymphoid 
cells  and  will  have  an  overall  reduced  repopulating  ability.  Longer  neutrophil  and  platelet 
recovery times in recipients of UCB graft compared with peripheral blood HSC or bone marrow 
HSCs  could  also  reflect  more  quiescent,  slower  cycling  behavior  of  UCB  stem  cells  (63). 
Interestingly, one of HSC activating molecules, G‐CSF (59) is routinely used to mobilize HSCs for 
bone marrow transplantations. It still remains to be investigated whether heterogeneity within 






already been proven  successful  for  correction of both hematopoietic  and non‐hematopoietic 
diseases,  including  X‐linked  severe‐combined  immunodeficiency  (SCID‐X)  (64),  β‐thalassemia 
(65),  chronic  granulomatous  disease  (CGD)  (66),  adenosine  deaminase  deficiency  (67),  and 
adrenoleukodystrophy (68). The essence of the treatment is the isolation of patients’ own HSCs, 







patients  in a French SCID‐X study developed T‐cell acute  lymphoid  leukemia  (T‐ALL)  (64). One 
additional case of leukemia was registered in a similar trial of 10 patients in the United Kingdom 
(69,70).  Leukemia  development  was  associated  with  activation  of  pro‐oncogenes  (including 
LMO2  and  CCND2)  after  integration  of  the  virus  that  was  used  for  gene  delivery  in  close 




The  development  of  safer  therapeutic  vectors  and  the  establishment  of methods  to  control 
dynamics of retrovirally marked clones was a prerequisite for the restart of gene therapy trials. 
Several methods  for  tracking  individual HSC  clones by analysis of  integration  sites have been 
reported.  The  most  advanced  methods  combine  detection  of  insertion  sites  with  high‐
throughput  sequencing.  Integration  site  analysis  is  based  on  the  cutting  of  genomic  DNA 
isolated from transduced cells by restriction enzymes. Subsequently, the fragments containing 
parts  of  viral  sequences  are  amplified  by  polymerase  chain  reaction  (PCR)  and  analyzed  by 
sequencing,  allowing  identification  of  viral  insertion  site.  If  the  relative  contribution  of  an 
integration  site  over  time  increases,  such  clonal  expansion  can  mark  development  of  a 
myeloproliferative  disease.  Coupling  of  integration  site  analysis  with  high‐throughput 
sequencing allows simultaneous detection of multiple clones in a single sample. For instance, a 
longitudinal study of clonal  fluctuations  in the French SCID‐X study reported variation  in 9767 




Importantly,  clonal  tracking  in  gene  therapy  studies would  provide  a  unique  opportunity  to 
assess  the heterogeneity  in  the human HSC pool. By analyzing  the presence of different HSC 
clones  in  subtypes of mature blood  cells  (granulocytes, B and T  cells) over  time,  it would be 
possible  to  distinguish  different  human  HSC  types.  Remarkably,  a  study  of  a  patient  who 
underwent  HSC  gene  therapy  for  treatment  of  β‐thalassemia,  demonstrated  long‐term  (33 
months)  labeling of erythroid and myeloid, but not  lymphoid cells with vector  insertion  in the 
HMGA2 gene, indicating possible gene transfer into myeloid‐biased stem cell (65).  
Data on  clonal  changes  in  the blood of gene  therapy patients  can be an  important  source of 
information  on  HSC  heterogeneity  in  humans. Multiclonality  observed  in  two  patients  in  X‐




clonal  changes.  Development  of  unbiased  quantitative  methods  for  clonal  tracking  is  an 





can be used  for  tracking clonality  in  transduced cell populations  (74). We have shown  that  in 
















sequence  tag  (barcode)  in  the  retroviral vector  (Figure 3A). Upon viral  integration, a barcode 
provides a heritable traceable label into the genome of transduced cells. Optimal design of the 
barcode  tag  allows  construction  of  barcoded  vector  libraries  with  complexity  up  to  several 
million  combinations. Although  the  barcode  tag  itself  is  highly  variable,  the  structure  of  the 
vector  backbone  is  constant,  allowing  amplification  of  equal  size  barcode  fragments  with 
primers against internal virus sequences. After PCR amplification of genomic DNA, barcode tags 
can  be  detected  by  sequencing.  In  contrast  with  integration  site  analysis  methods,  our 
barcoding technique permits unbiased analysis of clonal composition in the sample. Simplicity of 
barcode tag design allows introducing such a tag in virtually all vector systems.  
Previously,  we  have  described  barcode  analysis  based  on  Sanger  sequencing.  Recently,  we 
coupled  cellular barcoding  to  the  Illumina Solexa high‐throughput  sequencing method, which 
allowed  us  to  observe  fluctuations  of  more  than  100  different  clones  in  transduced  bone 




sensitivity of  the method allow detailed analysis of  the polyclonal hematopoiesis  (Figure 3B); 
second,  quantitativeness  of  barcode  detection  can  be  utilized  to  monitor  expansion  of 
(potentially malignant) clones (Figure 3C).  
CONCLUSIONS 
1. Heterogeneity  in  the HSC compartment  involves all  the crucial  features of stem cells –     
Their  repopulating  ability,  self‐renewal  capacity,  cycling  time,  and  multilineage 
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studies use  retroviral  tagging of  stem cells  to measure clonal contribution. Here we argue 
that methodological factors can impact such clonal analyses. Whereas early studies had low 
resolution,  leading  to  underestimation,  recent  methods  may  result  in  noisy  data  and 
overestimation  of  stem  cell  counts. We  discuss  how  restriction  enzyme  choice,  PCR  bias, 








system during ontogeny and maintain homeostasis during  life. Assessing  the number of  these 
stem cells and the extent to which their clonal offspring contribute to tissue regeneration has 
been a matter of  interest and controversy  for many decades. Pioneering work on clonal stem 
cell  tracking has been performed  in  the hematopoietic  system  and  serves  as  a paradigm  for 
other  adult  organs.  Not  only  do  these  analyses  provide  insight  into  the  function  and 
heterogeneity of hematopoietic stem cells during ontogeny, normal life and aging, they are also 
important for our understanding of hematopoietic failures, which often have a clonal origin, for 







properties,  such  as  stochastic  or  predetermined  functional  and  dynamic  heterogeneity. 
Nevertheless,  initial studies aimed at  resolving  the clonal succession versus stability question, 





which  implies that stem cells have  intrinsic  limits to their repopulating ability and that only few stem cells would 
contribute to the blood at any given time (15). Exhausted clones would be replaced by new, previously dormant, 

















been used  to count stem cell clones. Various methods have been used  to  identify  the unique 
genetic mark left by the  integrating viral vector, allowing the  identification of single stem cell–




of  insertions  (Figure 2). Currently, most advanced methods  require digestion of genomic DNA 
with multiple  restriction enzymes  followed by PCR‐based amplification of  integration  site and 






multiple  studies.  We  depict  schematically  the 
approximate  numbers  of  detected  viral 
integration  sites  or  predicted  transduced  cell 
clones  in  the  blood  and/or  bone marrow,  per 
animal, reported  in multiple studies  in different 
species.  Readout  techniques  predominantly 
used  in certain time periods are  indicated.  iPCR 
–  inverse  PCR,  L(A)M‐PCR  reflects  the  use  of 
either  LAM‐PCR  ‐  linear‐amplification mediated 
PCR,  or  LM‐PCR  –  ligation‐mediated  PCR.  The 
values  shown  here  are  not  intended  to  reflect 
exact numbers, but are rather typical or average 
values per recipient; data used to generate this 
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However,  techniques used  to  count  clones have  limitations,  as do  all experimental methods: 









With  the exception of non‐restrictive  linear amplification‐mediated PCR  (nrLAM‐PCR)(28), PCR 
with arbitrary primers (29) and barcoding (26), methods for detecting viral integration sites, and 




















the  selected  restriction  enzymes  (and  the  frequency  of  corresponding  restriction  sites)  will 
mean that genomic fragments  in which restriction sites are rare will not be properly digested, 
and  viral  integration  in  these  regions  will  remain  undetected.  Only  ~100–500‐base‐pair 
fragments  will  be  subsequently  amplified  by  PCR,  whereas  longer  fragments  will  be 
underrepresented (27,28,30‐32) or completely absent in the resulting data. 
In  an  attempt  to  systematically  characterize whether  such  problems  are widespread  in  the 
literature, we analyzed papers  reporting clonal analysis  in  the hematopoietic system over  the 
past 10 years and retrospectively determined the expected odds of detection of a clone based 
on the restriction enzymes used. We performed an  in silico restriction digestion of the mouse 
and  human  genomes  and  identified  the  effective  window  of  fragment  sizes  in  which  PCR 
amplification  would  enable  detection  of  a  particular  viral  integration  site  (Figure  4).  We 
assumed 1,000 base pairs as the maximum size of an amplifiable restricted fragment. In case of 
bi‐directional  PCR,  the  most  recently  described  method,  each  integration  site  will  then  be 
situated 500 base pairs or closer to one of restriction sites  in adjacent genomic DNA  (27). We 
assumed 20 base pairs  to be  the minimal  fragment size  that can be mapped by a Basic Local 
Alignment Search tool (BLAST) search. Using this size window, we determined for each enzyme 
the fraction of genomic DNA that can be cut for further amplification. We used a custom written 







all DNA  fragments are accessible  for amplification and  sequence analysis upon digestion with 
MaeII (37), TaiI (38) or TaqI (19). 
As others have also discussed  (28,31), our  in silico analysis  revealed  that 5‐ or 6‐base cutters 
have too  low a frequency of genome‐wide restriction to be useful for  integration‐site analysis, 
and therefore their use should be avoided.  In contrast, restriction with 4‐base cutters such as 
TasI  (39,40),  Sse9I  (36),  Tsp509I  (24,40,41)  is  predicted  to  result  in  more  than  85%  of  all 
fragments being accessible  for PCR and  sequence analysis  (Figure 4b). However,  it  should be 
noted  that  among  4‐base  cutters,  differences  in  restriction  frequencies  are  quite  large  (28). 
C+G‐containing  palindromes  occur  with  the  lowest  frequency,  and  A+T‐rich  palindromes 
occurred  most  frequently  among  all  possible  4‐base  restriction  sites,  which  reflects  the 
nonrandom structure of genomic DNA (28,42‐44). 
Enzymes for multi‐arm DNA restriction 




multi‐arm  approaches  suggested  by  Harkey  et  al.  (31)  and  Wang  et  al.(13)  improved  the 
accessibility of the genomic fragments from approximately 80% to 95%. 
Strategies  to  select  combinations  of  restriction  enzymes    have  been  proposed;  for  example, 
Gabriel et al.  (28) have suggested starting with  the most  frequent cutter and adding  the next 
best  cutter  and  so  on,  to  increase  coverage  of  the  accessible  genome.  However,  with  any 
particular  choice of  restriction  enzymes  attention  should be paid  to  the  similarities between 
sequences in each selected restriction site. A balanced combination of subsequences presented 
in the sites of selected restriction enzymes is recommended. A good illustration as to why this is 
important  is  the  case of  (G+C)‐rich  regions: although  (A+T)‐rich  restriction enzymes are more 
efficient  than  (G+C)‐rich  restriction  enzymes  genome‐wide,  they  are  inefficient  in  (G+C)‐rich 
regions, which frequently occur in promoters and are potential loci for retroviral integrations. 
In Figure 5 we present one example of such a combination: every four‐nucleotide restriction site 
has  its  first  two nucleotides  reverse‐complemented by  the  last  two nucleotides  such  that 16 
possible palindromes can be created  in total. Three sets of dinucleotides are  included  in each 
palindrome; for instance, AATT contains AA, AT and TT. If we do not want to avoid DNA loci that 









Figure  5.  Combinatorial  strategy  to  select  optimal  combination  of  restriction  enzymes.  (a)  The  sixteen  possible 
recognition sites for 4‐cutter restriction enzymes. (b,c) Analysis of combinations of dinucleotides present in enzyme 
mixtures in ref. 13 (b) and ref. 20 (c). The two circular diagrams depict the estimated efficiency with which each of 





(recognition  site RAATTY)  can  cut 4  ×  4  / 2  =  8  times  fewer DNA  sequences  than  restriction 
enzyme TasI  (recognition site AATT)  (Figure 5b; restriction set of Wang et al.  (13)). Of course, 




A  critical  part  of  integration‐site  analysis  is  identification  of  the  location  of  the  insert,  now 
typically  done  by  deep  sequencing  of  PCR‐amplified  fragments.  This  type  of  analysis  is 
invaluable  in  understanding  genomic  integration preferences  of  viral  vectors  as well  as  their 
possible  impact  on  the  dysregulation  of  adjacent  genes. Quantitative  implementation of  this 
method to count clones, however, is fraught with potential technical problems. 
If sequencing depth is low, many clones may escape detection, and read frequency is no longer 
reliable  for  discriminating  true  and  false  integration  sites. Moreover,  detection  of  a  single 
sequence  read  is  insufficient  evidence  for  stem‐cell  presence:  a  single  read  is  by  definition 
present  only  in  a  single  cell  type  and  therefore  cannot  demonstrate  robust  repopulating 
potential  in different blood  lineages. Restriction and  ligation–based approaches also carry  the 




unique  integration  sites, although methods have been designed  to prevent  such events  (46). 
Contamination of samples is another source of inconsistent reads; several papers have reported 
so‐called  ‘collision  reads’identical  insertion  sites  detected  in  samples  from  different 
individualsthat  resulted  from  cross‐contamination  between  samples  (12,32).  Barcoded 
primers can identify cross‐contamination in the sequencing facility except if it occurs before PCR 
amplification. 
To  compensate  for  low  sequencing depth  and  limited overlap of  sequence data  from  repeat 




total  number  of  clones  is  estimated.  However,  this  type  of  prediction must  take  potential 
technical  errors  into  account. Noisy  and  shallow  sequencing  of  repeatedly  analyzed  samples 
could boost the predicted clonality to several thousands,  leading to an overestimation of stem 
cell numbers. 
In  our  opinion,  insufficient  attention  is  sometimes  paid  to  the  reporting  and  validation  of 
sequence reads for clonal studies. Approaches used to prefilter raw sequence data, to  identify 
integration  sites and  to determine mapping accuracy are quite variable. Most  reports do not 
contain primary sequencing results, making re‐analysis  impossible. To properly  interpret stem‐
cell  clonality  data  based  on  sequence  analysis,  detailed  information  on  sequence  statistics, 
analysis algorithms and a summary of sequence data are required, as provided for  instance  in 




reads  may  be  true  and  valid.  Integration‐site  analysis  could  be  improved  by  increasing 
sequencing  depth  and  introducing  robust  criteria  for  noise  discrimination,  similar  to  those 





mark  that  can  be  used  to  identify  clones.  Barcodes  should  be  of  equal  size  in  all  cells,  be 
identified  by  uniform  primers,  resist  PCR  bias,  be  sufficiently  unique  to  allow  unequivocal 






of  a  semi‐random  tag  in  a  retroviral  vector  (26)  followed  by  direct  sequencing  of  barcoded 





vector  libraries,  and  the  number of  clonogenic  cells  to  be barcoded  and  transplanted.  If  the 
barcode sequence is based on random nucleotide synthesis, the theoretical number of possible 






barcodes  to  target  cells  resulting  in  >90%  of  uniquely  labeled  cells.  Finally,  to  correct  for 
multiple vector  insertions, distribution of the number of barcode per  individual stem cell must 
be assessed as part of the analysis. 





the  barcodes  in  transduced  hematopoietic  cells,  genomic  DNA  is  extracted  and  amplified with  tagged  primers 
against an  internal vector sequence. A  library of  tagged multiplex primers allows several hundred blood or bone 
marrow  samples  to  be  individually  labeled.  These  samples  are  then  pooled  and  subjected  to  Solexa  high‐






to  readout  using  deep  sequencing  platforms.  As  for  the  analysis  of  viral  integration  sites, 
however, several important technical aspects must be considered. True and false (noise‐borne) 
barcodes  in the analyzed blood sample can be most easily distinguished on the basis of cross‐
comparison  with  the  barcode  vector  library.  A  full  report  of  the  library  in  publications  is 
therefore desirable;  knowledge of  its  size  and  the  identity of  all barcodes  are  crucial  for  the 
success of  the barcode analysis. Second,  sequence analysis must address  the origin of  single‐
nucleotide mutants  and  the  frequency  of mutations.  False  barcodes  that  result  from  errors 
during PCR and sequencing will most frequently differ from true barcodes by one substitution or 
insertion‐deletion  and will  have  considerably  lower  frequencies.  These mutant  reads  can  be 













In  our  experience,  clonal  kinetics  are  quite  slow  in  mice,  barcode  sequences  are  highly 
consistent  in  samples  taken  at  consecutive  time  points,  and  only  a  few  stem  cells  actively 
contribute to hematopoiesis. Early time points after transplantation are typically characterized 
by a wide  spectrum of barcodes  in both granulocytes and T  cells but  the  signature becomes 
smaller and more stable at later time points (Figure 7). 
Hematopoietic stem cell heterogeneity and  counts 
Counting  stem  cells  is  affected  not  only  by  technical  constraints;  there  are  biological 
considerations that are critical for the  interpretation of such studies. Although these have not 
been  the  focus  of  our  discussion,  a  few  points  are worth  noting  because  analysis  of  clonal 
contribution can be interpreted differently depending on the prevailing stem cell definition. The 
very criteria used to define hematopoietic stem cells are subject to continuous discussion. True 
‘stemness’  can only be  confirmed  retrospectively by  the  ability of  the  cell  to  achieve  robust, 
long‐term multilineage repopulation of an irradiated recipient. Usually, to confirm the presence 
of a stem cell, several conditions must be met. First, the progeny of a cell must be detected in 





currently  set  at  4 months  after  transplantation).  Second,  a  stem  cell  clone must  be  seen  to 
contribute to several blood lineages; myeloid, T and B cells are usually analyzed. Of those, only 
short‐lived  cells,  for  example,  granulocytes,  reflect  recent  proliferative  activity  in  the  bone 
marrow. Mature  lymphoid  cells,  in  contrast,  can  persist  in  blood  for  an  extended  time  after 
exhaustion  of  corresponding  precursor  cells.  Therefore,  using  only  total  blood  or  lymphoid 
chimerism as a criterion may lead to an overestimation of stem‐cell counts. A third parameter is 
the robustness of hematopoietic reconstitution. In single‐cell transplantation studies, bona fide 
stem  cells  should  reconstitute more  than  1% of  the  blood  of  recipients.  The  presence  of  an 
occasional donor‐derived blood cell is not sufficient to claim stem‐cell activity. Finally, especially 
because  the  volume  of  blood  aliquots  used  for  clonal  analysis  is  small  relative  to  the  total 
volume of blood,  it  is critical that genomic DNA  is efficiently extracted and analyzed to ensure 
representative and reproducible results. 
Several  recent  studies  have  demonstrated  heterogeneity  of  hematopoietic  stem  cells  (HSC) 
behavior  in  terms of  their repopulation potential,  lineage output and  turnover rate  (reviewed 
elsewhere  (52‐54))  and  this  can  constrain  the  discovery  of  all  clones.  Strict  cutoff  values  for 
chimerism levels in a limited time interval, as we described above, could preclude detection of 









Figure 7. Clonal kinetics  in mice  transplanted with barcoded cells.  (a) An example of clonal  fluctuations  in blood 
samples taken from one mouse transplanted with retrovirally barcoded bone marrow cells (as described previously 














5  ×  106    5‐fluoruracil–treated,  retrovirally  transduced  bone marrow  cells  into  recipient mice 
after a three‐ to tenfold expansion  in culture, the expected clone numbers would be 1–10 per 
recipient, quite close to what we observe in our experiments with barcoded cells(26). 





experimental manipulation  is close to what we observe  in mouse studies, the  final number of 
stem cells  is  likely  to be  less  than 1 stem cell per 2 million CD34+ cells, or 3–5 stem cells per 
kilogram  of  body  weight.  These  estimates  are  several  orders  of magnitude  lower  than  the 
numbers  of  integration  sites  detected  in  human  recipients  receiving  a  transplant.  An 






biology  should  meet  two  fundamental  requirements,  namely  calibration  and  noise 
discrimination, which will define the dynamic range and detection limits of the method. In our 
view, an advantage of cellular barcoding  for  stem‐cell counting  is  that  it allows calibration of 
dynamic range, can test detection limits with respect to the physical size of the sample and the 
detectable  number  of  barcodes  it  contains,  and  permits  identification  of  false  positives  by 
sequence  comparison of  samples with  a  reference  library.  It  should be noted, however,  that 
retroviral cell  labeling and cell transplantation are experimental perturbations. Although these 





caution  is warranted  as  to  how  observations made  using  these  techniques  relate  to  normal 
hematopoiesis. 
Hematopoiesis may  include  stochastic  components  for which multiple dynamic  scenarios  are 
possible, such that clonal succession or clonal stability are two extreme outcomes of a range of 
possibilities. Future studies are  likely to focus on describing the full spectrum of scenarios and 
estimating  the  likelihood  at  which  they  occur. With  the  rapid  development  of  sequencing 
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barcoding  combined with multiplex high‐throughput  sequencing  to provide  a quantitative 
and sensitive analysis of clonal behavior of hundreds of young and old HSCs. The majority of 
transplanted clones steadily contributes to hematopoiesis in the long‐term, although clonal 
output  in  granulocytes,  T  cells  and  B  cells  is  substantially  different.  Contributions  of 













clones  steadily  contribute  to  hematopoiesis  (4),  and more  recently,  dynamic  repetition  (5), 
where  stem cells undergo a  reversible  switch between dormant and active  self‐renewal  state 
also affecting their contribution to differentiation.  
These models need to be reconciled with recent data that demonstrate profound heterogeneity 





the  numbers  of  HSCs  with  a  lymphoid‐deficient  differentiation  program  (6,11‐13),  impaired 
repopulation potential per stem cell  (14,15) and decreased homing efficiencies  (10,13). Given 
such  a  high  level  of  heterogeneity,  it  is  unclear  how  different  HSCs  co‐exist  in  a  polyclonal 
environment, and how many HSC clones are simultaneously active (16).  
Reliable  clonal  analysis  depends  on  the  method  of  clonal  labeling  and  detection.  Cellular 




Here,  we  employed  a  cellular  barcoding method  of  highly  purified  young  and  old  HSCs  in 
combination  with  multiplex  parallel  sequencing  to  perform  detailed  clonal  tracking  in  the 
hematopoietic system. We characterized clone size, developmental potential and homing ability 











C57BL/6  (B6) mice were  purchased  from Harlan.  C57BL/6.SJL  and  C57BL/6.SJLxC57BL/6 mice 
were bred  in Central Animal  Facility of University Medical Centre Groningen. C57BL/6J‐kitW‐






the  following way: an  IRES‐puro‐miR  cloning  site was  cut with BsrgI‐MluI  restriction enzymes 





was  exactly  the  same.  The  pGIPZ‐based  library  (450  barcodes)  was  used  in  the  calibration 
experiment  (Figure  1)  for  establishing  the  technical  limitations  of  the method, whereas  the 
MIEV library was used in all other experiments.  
Purification and transduction of hematopoietic stem and progenitor cells 
Bone marrow  cells were  isolated  from  bones  of  donor mice  and  stained with  a  cocktail  of 
antibodies against Sca1, c‐Kit, CD150, CD48 and  lineage markers  (Ter119, CD11b, CD3ε, B220 
and Gr1)  (BioLegend).  Sorted  lineage‐  Sca1+  c‐Kit+ CD150+ CD48‐  (LSK48‐150+)  cells were  pre‐
stimulated  in  Stemspan medium  (Stem  Cell  Technologies)  supplemented with  300  ng/mL  of 
stem  cell  factor  (SCF), 1 ng/mL Flt3  ligand  (both Amgen) and 20 ng/mL  interleukin‐11  (IL‐11) 
(R&D  Systems)  for 24 hours. Production of MIEV‐supernatant was described earlier  (18).  For 
production  of  pGIPZ  supernatant  293T  human  embryonic  kidney  cells were  transfected with 
pCMV, VSV‐G  and  pGIPZ  plasmids  as  previously  described  (20).  After  24  hours medium was 
changed  to  Stemspan  (Stemcell Technologies).  Supernatant  containing  lentiviral particles was 
harvested after 12 hours and stored at ‐80ºC. Retro‐ and lentiviral transduction was performed 




















limiting dilution  studies of unfractionated  cells,  the doses were 100, 500 and 17360  cells per 
mouse and the transduction efficiency was 20%. Six to eight mice per dose were transplanted. 
As  not  all  transduced  cells  express  GFP  at  the  moment  of  transplantation,  gene  transfer 
efficiencies were determined 3‐5 days post‐transduction in a small aliquot of cells left in culture. 





















the  barcode  vector  sequence.  The  structure  of  multiplex  primers  ensured  at  least  three 
nucleotide differences between different tags to allow unambiguous sample identification post‐





was performed using DreamTaq Green mastermix  (Fermentas). Each  sample was amplified  in 
duplicate.  PCR  products were  purified with  the  use  of  the High  Pure  PCR Cleanup Micro  Kit 
(Roche),  and  pooled.  Before  sequencing,  pools  of  products  were  phosphorylated  with 
polynucleotide kinase  (Fermentas)  (30’ at 37oC,  inactivation  for 10’ at 75oC) and an additional 
round of purification was performed using High Pure PCR Cleanup Micro Kit. Sequencing was 






106  reads per  sample were  retrieved. Barcode  sequences were  retrieved and cross‐compared 






to  test  the  sensitivity and accuracy of our barcoding method. Therefore, defined mixtures of 
clonally expanded barcoded cells were analyzed in several dilutions (Figure 1). Purified lineage‐








Figure  1.  Combining  cellular  barcoding  with  multiplex  deep  sequencing  –  setup  and  method  validation.  (A) 
Individually barcoded LSK48‐150+ cells were monoclonally expanded in liquid culture. (B) Different numbers of cells 
from expanded barcode cultures were mixed to generate samples with different ratios of barcodes and different 
total  cell  numbers.  After  isolation  of  genomic  DNA,  individual  samples  were  amplified  with  primers  bearing 
multiplex  tags. Pooled PCR products were analyzed on  Illumina HiSeq 2000.  Steps of data processing and noise 
filtering are described. Dmin refers to minimal distance, or nucleotide difference between two barcodes. (C) Number 
of unique sequencing reads (sequences different at any sequence position from all other reads) that remain after 

















sequences  occurred  due  to  single  nucleotide  substitutions  (SNS),  derived  from  the  true 
barcodes, and a further 1,7% due to single nucleotide  insertion/deletion mutations of the true 
barcodes.  Remaining  sequences  unrelated  to  true  barcodes  (technical  noise)  had  low 
frequencies and cumulatively constituted ~1% of all reads (Figure 1D). The proportions of reads 
and  unique  barcode  sequences  related  to  different  sources  of  noise  are  shown  in  Figure  1 
(panels C and D). We developed a filtering protocol for noise removal and applied it for all other 
data sets described below. 
Barcodes  could  be  reliably  quantified  in  as  few  as  1000  cells  (Figure  1E)  and  clones  that 
represent only 0,55% of the starting population could successfully be detected (Figure 1F). We 
estimated  that  the  relative measurement  error  of  barcode  detection  was  on  average  22% 
(Figure 1E).  Thus,  if  the  real  contribution of  a barcode  is  10%,  values  for  clonal  contribution 
between 8% and 12% can be expected.  







this end we  transplanted different numbers of non‐transduced  freshly  isolated or  transduced 
barcoded LSK48‐150+ cells  into  irradiated  recipients and measured donor and GFP+ chimerism 
(Figure 2A). Reconstituted mice were defined by at least 1% donor chimerism (for naive cells) or 
1%  GFP  chimerism  (for  transduced  cells)  in  granulocytes  16  weeks  or  longer  post‐
transplantation. The HSC frequency equaled 1 in 9 (95% confidence interval (CI) 1 in 5‐16,5) for 
freshly  isolated  LSK48‐150+  cells  and  decreased  to  1  in  134  (95%  CI  1  in  53,9‐334)  after 
transduction.  When  GFP+  cells  were  re‐sorted  prior  to  transplantation,  the  frequency  of 
functional long‐term repopulating stem cells further decreased to 1 in 243 (95% CI 1 in 132‐448) 
(Figure 2B). It should be noted that 20‐22 hours post‐transduction when cells were resorted not 
all  of  the  transduced  cells  already  expresses GFP,  and  the  final  gene  transfer  efficiency was 
established  in  cell  aliquot  3‐5  days  after  transduction.  The  frequency  of  functionally‐defined 
HSCs is higher among cells with delayed GFP expression (cells that express GFP later than 20‐22 






Figure  2.  Relationship  between 
the number of transplanted HSCs 
and  detected  barcodes.  (A) 
Overview  of  limiting  dilution 
experiments.  LSK48‐150+  cells 
were purified by cell sorting. For 
establishing  the  frequency  of 
functional  HSCs  in  this 




barcoded  viruses  and  different 
doses  of  transduced  cells  were 
transplanted  into  irradiated 
hosts,  either  without  (middle 
arrow)  or  with  (right  arrow) 





animals  were  used  to  allow 
donor  and  recipient  cell 
discrimination. Granulocytes  (G), 
B‐  and  T‐lymphocytes  were 
isolated  for  further  barcode 
analysis  at  regular  time  points 
after  transplant.  (B)  Assessment 
of  HSCs  frequencies  by  limiting 
dilution  analysis  in  the  naive 
LSK48‐150+  population,  in 
transduced  non‐sorted  and  in 
sorted  GFP+  cells.  (C) 
Relationship  between  the 
expected  number  of 
transplanted  HSCs  and  the 
number of barcodes, as detected 
in  granulocytes.  Each  dot 
represents  an  individual mouse. 
Light  grey  circles  indicate  data 
generated using non‐sorted cells, 




so week  28  data  is  shown  instead with  a black  square.  The best‐fit  line  (line  equation  Y=0.61X+2.58)  and  95% 









in  short‐lived  granulocytes,  and  long‐lived  B  and  T  lymphocytes,  18‐20  weeks  post‐
transplantation  (Figure  2A)  in  17 mice  from  cohorts  of mice  transplanted  with  sorted  and 
unfractionated barcoded  cells. A  conservative  threshold  for barcode  identification of 0,5% of 
total  barcode  reads was  used.  In  each mouse  the  range  of  barcodes  varied  from  2  to  27  in 
granulocytes, 4  to 21  in T cells and 6  to 33  in B cells. We compared  the number of barcodes 
detected in mice transplanted with different doses of transduced cells with HSC estimates from 
limiting  dilution  analysis  (Figure  2  C,  E).  In  granulocytes,  the  number  of  detected  barcodes 
linearly  increased with  transplanted HSC dose  (Figure 2C)  indicating  consistency between  the 






In  order  to  correct  for  this we  compared  the  occurrence  of multiple  barcodes  integrating  in 
single HSCs  at different  transduction efficiencies  (11%, 39%  and 67% GFP+  cells). Transduced 
LSK48‐150+ cells were monoclonally expanded to large colonies. Sanger sequencing was used to 











Next, we  studied whether  the  clonal  composition of blood  cells of  the mice described above 
shows any signs of variation with time  in a cohort of 9 mice transplanted with unfractionated 








Figure 3. Clonal dynamics  in mice  transplanted with barcoded cells.  (A) Barcode composition of granulocytes, T‐ 
and B  lymphocytes  in one of  the mice  transplanted with  ~ 26 barcoded HSCs. Different  colors  reflect different 
barcodes. This and other mice shown  in this  figure originate from a cohort of mice transplanted with non‐sorted 












will  contribute  to  blood  cell  development.  Starting  from week  12,  clonal  composition within 
each  lineage  showed  very  good  correlation,  demonstrating  that  already  at  12  weeks  after 
transplant  peripheral  blood  cell  counts  reflect  HSC  engraftment.  Interestingly,  when  we 
analyzed mice  transplanted with HSCs  at  limiting dilution, barcodes  found  in  granulocytes, B 
cells and T  cells were  consistently different  (Figure 3C). This provides a  cautionary  tale when 
interpreting limiting dilution experiments as truly clonal. 
The barcode  compositions between  the  lineages were only moderately  correlated,  indicating 
differences  in  clonal  composition  in  each  of  the  lineages. We  followed  the  behavior  of  350 
clones  found  in 6 polyclonally‐repopulated mice. Contributions of all clones  to at  least one of 
these three  lineages  is shown  in Figure 4.  Importantly, although we transduced highly purified 
cells that have robust multilineage potential, B and T  lymphocyte populations were frequently 
supported by different clones.  
Additionally,  to  establish  the  correlation  between  barcode  composition  of HSCs  and mature 
blood  cells  after  transplantation,  we  analyzed  four  hematopoietic  cells  types  –  blood 
granulocytes, T and B cells and bone marrow LSK48‐150+ cells ‐ in a cohort of three mice (data 
not  shown).  LSK48‐150+  cells  were  cultured  in  cytokine‐supplemented medium  to  generate 
colonies of about 30 000 cells. Monoclonal expansion served two purposes. First, it allowed us 






As  long as 6 months after  transplantation  the  same  clones were persistently detected  in  the 
same cell types. Although this may be considered as “clonal stability”, this was only qualitative, 
meaning that no major clonal changes occurred between two consecutive time points among all 













Figure  4.  Relative  lineage  contributions  of  350 
barcoded clones found in 6 polyclonally‐repopulated 
mice. Only  clones  that contributed at  least 0,5%  to 
one of the lineages 12‐24 weeks post‐transplant are 
shown.  To  assess  relative  contributions  to 
granulocytes  (and  other  lineages),  the  barcode 
representation  in granulocytes was divided by  total 





kinetics  in one of these mice  is shown  in Figure 5  (panels A and B). Since the number of data 
points was  limited (5‐6 time points) we restricted our dynamic analysis only to  linear trends  in 
time  (positive  or  negative)  using  Pearson  correlation.  In  this  analysis,  a  positive  correlation 
indicates consistent clonal growth, a negative correlation detects gradual decline, whereas the 
absence of correlation implies fluctuation of clone size around a certain value without a defined 
direction.  We  summarized  the  values  of  Pearson  correlation  for  107  individual  clones  in 
granulocytes  and  187  clones  in  T  cells  (Figure  5C).  The  data were  compared with  a  random 
model,  thus allowing establishing  thresholds  for  significant non‐random dynamic behavior. As 
shown  in  Figure  5C,  in  randomly  simulated  data, most  clones  do  not  follow  a  time  trend. 
Experimental data, on the other hand, show a clear bimodal distribution of correlation values, 
indicating that most clones undergo systematic change in their clone size. In granulocytes, most 






















Figure  5.  Clonal  dynamics  in  long‐term  hematopoiesis.  (A,B) 
Barcode  fluctuations  from  6  to  54  weeks  after  transplant  are 
shown  for  one  mouse  in  granulocytes  (panel  A)  and  T 
lymphocytes  (panel  B).  Different  colors  represent  different 
barcodes. (C) Pearson correlations of clonal sizes with time trend 
for  clones  detected  at  0,5%  or  higher  frequency  at  any  of  the 
time  points  in  the  respective  lineage.  Positive  correlation 
indicates  that  the  clone  is  consistently  growing,  and  negative 
correlation  reflects  decline.  Proportions  of  T  cells  (red)  and 
granulocytes  (blue) are plotted. The green  line shows  randomly 
expected correlations for 200 clones simulated 20 times (average 
values  and  standard  deviations  for  20  simulations  are  shown). 
Fluctuations  in  granulocytes  reflect  behavior  of  107  barcodes, 
and in T cells – of 187 barcodes. Mice used for this analysis were 





Finally, we  asked how  the  composition of HSC pool  changes with  aging.  To  this end, we  co‐
transplanted barcoded  LSK48‐150+  cells  isolated  from  young  (4 months)  and old  (24 months) 
donors into 8 recipients. Studies of unmanipulated old and young HSCs have indicated a ~2‐fold 






old  mice  co‐transplanted  in  a  1:2  ratio  (Figure  6A).  24‐38  weeks  post‐transplantation,  we 
analyzed blood chimerism and barcode composition of engrafted LSK48‐150+ bone marrow cells. 
Although  two‐fold more  old  LSK48‐150+  cells were  transplanted,  chimerism  in  the  peripheral 
blood was predominantly derived from young HSCs (Figure 6B). Old HSCs contributed the least 
to lymphoid populations (Figure 6B). Interestingly, whereas old HSC were functionally inferior in 
producing  peripheral  cells,  the  frequency  of  old  LSK48‐150+  cells  in  the  bone marrow  was 
substantially  higher  than  predicted  from  blood  values,  indicating  hampered  differentiating 














two‐sided  T  test).  (D) Contribution of  individual  young  and old  LSK48‐150+ HSCs  to  the  stem  cell  compartment. 





from  the  8  transplanted  recipients  into  cytokine‐supplemented medium  and  grew  colonies. 
Between 38 and 146  single  cell  colonies per mouse were  successfully expanded and barcode 
sequences were  retrieved and analyzed. Each animal  contained between 15 and 53 uniquely 
barcoded HSC clones. Contrary to our expectations (13), in each mouse, the number of unique 
old  LSK48‐150+  clones  exceeded  the  number  of  young  clones  (Figure  6C)  in  the  2:1  ratio  of 
originally mixed HSCs. These results argue against the previously suggested decreased homing 





Detailed  investigations of HSC clonality  in  the hematopoietic system  require  reliable heritable 
marking of HSCs  to  trace  their progeny  in  time  (reviewed  in  (16)).  In  this paper, a barcoding 
method  has  been  used  to  provide  quantitative  and  dynamic  tracking  of  individual  HSCs 
regarding their lineage contribution and pool composition upon aging.  
We show here  that cellular barcoding reliably measures  the number of clones contributing  to 
hematopoiesis.  The  observed  concordance  between  barcoding  and  limiting  dilution  in 
granulocytes  indicates that most of HSC clones contribute to hematopoiesis. However, neither 
method  can  exclude  the  presence  of  quiescent  stem  cells.  The  notion  of  dormant  HSCs  is 
supported by the detection of clones that were prominently contributing to LSK48‐150+, but not 




starting  3  months  post‐transplantation  was  consistent  for  all  time  points  for  all  individual 
lineages.  At  the  same  time,  tracking  clones  for  longer  time  periods  was  essential  for 
understanding the dynamics of clonal fluctuations. Our data agree best with the theory of clonal 
stability of hematopoiesis. However,  the relevance of other models cannot be excluded, since 
the  definition  of  clones  varies  and  clonal  behavior  is  heterogeneous.  For  instance,  clonal 
fluctuation  between  active  and  quiescent  states will  be  unnoticed  if  only  a  fraction  of  one 
barcoded  clone  will  undergo  those  changes.  We  also  cannot  exclude  that  progeny  of  an 
originally barcoded HSC does not participate in hematopoiesis sequentially on the basis of their 
division history as proposed by the theory of clonal succession (1). 








implementation  of  experiments,  and  barcode  data  analysis  are  shown.  For  each  step,  we  indicate  how 
experimental setup and approach may influence conclusions of analysis. The diagram aims to point out the factors 




clones do not only differentially contribute  to  the myeloid and  lymphoid  lineages, but  similar 
bias was observed within  the  lymphoid  lineage.  In  the  future, barcode analysis of progenitor 




Unexpectedly,  in mice  transplanted with  a  cell  dose  close  to  limiting  dilution,  lymphoid  and 
myeloid  populations  were  supported  by  different  groups  of  barcodes,  suggesting  more 
hematopoietic clones than predicted (Figure 3C).   
Previous studies by us and others  (13,14) suggested a ~2‐fold decrease  in  functionality of old 
purified stem cells. This was mostly attributed  to a defect  in homing of aged HSCs  (10,13).  In 
concordance with  these  data, we  observed  that  transplantation  of  twice  as many  old  than 
young LSK48‐150+ cells resulted  in  lower chimerism of old LSK48‐150+ cells  in recipient animals 
(Figure 6). However, barcode analysis of  individual LSK48‐150+ cells showed that the  initial 2:1 
relation between  the number of old and young clones was preserved  (Figure 6), although old 
clones were smaller compared  to clones  from young HSCs. This argues against  the previously 
described  homing  defect  of  old HSCs  (10,13).  In  addition,  the  output of  old HSCs  to mature 
blood  lineages was drastically  lower than of young cells.    In classical competitive repopulation 
assays this would result in a lower frequency of old HSC, because the contribution of many old 
HSCs would remain below the detection threshold.  
It  has  previously  been  suggested  that  transduction  of  hematopoietic  cells  leads  to  clonal 
dominance(26)  and preferential  survival of  clones with multiple  insertions  (27). Observations 
made  in  our  study  did  not  confirm  these  data.  Firstly, while we  did  detect  abundant  clones 
contributing more  than  20% of  a  respective  cell  population,  the  number of  barcoded  clones 
found  >  3  months  post‐transplantation  correlated  well  with  the  expected  HSC  frequency, 
arguing against clonal selection (Figure 2). The presence of such large clones is likely reflecting 




tracking  studies  (16).  Limited  resolution,  insufficient  quantification,  and  failure  of  noise 
detection  can  severely  impact  conclusions  of  the  analysis.  Here  we  define  principles  of 
establishing  cut‐off  values  for minimizing  noise. We  demonstrate  that  this  approach  allows 



















To  conclude,  our  data  document  heterogeneity  in multiple  aspects  of  HSC  functioning  and 
demonstrates how HSC  clones  co‐manifest  themselves  in polyclonally  reconstituted  recipient 
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transfer  of  multidrug  resistance  1  (MDR1)  are 
















































transplanted HSCs distribute  throughout different  anatomical niches  in  the bone marrow, 
and  whether  this  changes  with  age.  Here  we  determine  the  degree  of  hematopoietic 
migration at a clonal  level by transplanting  individual young and aged murine HSCs  labeled 
with barcoded  viral  vector,  followed by  assessing  the  skeletal distribution of hundreds of 
HSC  clones. We  detected  highly  skewed  representation  of  individual  clones  in  different 
bones  at  least  11 months  post‐transplantation.  Importantly,  a  single  challenge  with  the 
clinically  relevant mobilizing  agent  G‐CSF  caused  rapid  redistribution  of  HSCs  across  the 
skeletal  compartments.  Old  and  young  HSC  clones  showed  a  similar  level  of  migratory 
behavior.  Clonal  make‐up  of  blood  of  secondary  recipients  recapitulates  the  barcode 














is  important at the stage when HSCs exit the  fetal  liver and populate the bone marrow (5).  In 
adults,  HSCs  have  been  shown  to  move  towards  the  site  of  injury  or  inflammation  and 
participate  in  tissue  repair  (6).  The  migrating  ability  of  HSCs  is  routinely  used  in  clinical 
transplantation and gene therapy protocols, which are applied in the treatment of an increasing 
number  of  hematopoietic  and  non‐hematopoietic  diseases.  Thus  far,  it  is  unknown  how 









equilibration  (10).  Although  this  rate  was  dramatically  increased  upon  administration  of 
granulocyte‐colony  stimulating  factor  (G‐CSF),  it  did  not  result  in  full  equilibration  of  HSCs 
between parabiotic mice (8).  
G‐CSF‐induced mobilization  is routinely used  in clinical bone marrow transplantation and gene 
therapy protocols, allowing  the harvest of HSC‐enriched  fraction  from  the donors’ blood  (12). 


















C57BL/6  mice  were  purchased  from  Harlan  and  C57BL/6.SJL  and  C57BL/6.SJLxC57BL/6  (all 
referred  to as B6) mice were bred  in  the Central Animal Facility of University Medical Centre 
Groningen.  C57BL/6J‐kitW‐41J/kitW‐41J  (W41)  mice  were  originally  obtained  from  Prof.  E. 





marrow cells were  isolated  from bones of hind  legs,  spines, and  sterna of naive B6 mice and 
stained with antibodies against Sca1, c‐Kit, CD48, CD150, CD3ε, Gr1, CD11b, Ter119 and B220. 
LSK48‐150+ cells were sorted using MoFlo XDP and MoFlo Astrios (Beckman Coulter) cell sorters, 
and  pre‐stimulated  in  StemSpan  medium  (StemCell  Technologies)  supplemented  with  300 
ng/mL of stem cell factor (SCF), 1 ng/mL Flt3 ligand (both Amgen) and 20 ng/mL interleukin‐11 
(IL‐11)  (R&D  Systems)  for  24  hours.  Cells were  transduced with  viral  supernatant  containing 
barcoded MIEV vectors  in  retronectine‐covered plates  (Takara)  in  the presence of 2 µg/mL of 
polybrene (Sigma).  
Bone marrow cells transplantation 





cells  in  co‐transplant  setting.  In  the  first  young/aged  cohort,  aged  cells were CD45.2+,  young 
cells  –  CD45.1+/CD45.2+  and  recipients  and  donors  of  radioprotector  cells  –  CD45.1+.  In  the 
second cohort, aged cells were CD45.1+, young cells – CD45.2+, recipients/radioprotector cells – 
CD45.1+/CD45.2+.:  Young  donors were  4 months  old,  aged  donors were,  24 months  old  and 
recipient  animals  were  2‐6  months  old.  Transplanted  transduced  cells  supported  robust 
multilineage blood production. Donor and GFP chimerism determined  in blood 6 months post 








recipients  of  young  cells  (Figure  2,  panels  B‐F,  Figure  3),  donor  HSCs  produced  81.0±8.2% 
granulocytes  (15.5±8.2%  GFP),  65.1±11.8%  B  cells  (9.9±4.8%  GFP)  and  61.2±8.0%  T  cells 
(10.4±4.7% GFP).  In recipients of old HSCs (Figure 2, panels G‐I), these values were as follows: 
87.8±4.3% granulocytes  (23.1±5.5% GFP), 75.9±10.4% B cells  (16.8±10.7% GFP), 60.9±16.8% T 
cells  (14.1±15.6% GFP).  For  secondary  transplantations, 5‐8 million whole bone marrow  cells 
were transplanted into lethally‐irradiated recipients.  
G‐CSF administration 










Nucleated  cells were washed  and  stained with  an  antibody  cocktail.  Cells were washed  and 
resuspended  in  1  µg/mL  solution  of  propidium  iodide  (PI).  Antibodies were  directed  against 
Sca1, c‐Kit, a panel of lineage markers (Ter119, CD11b, CD3ε, B220 and Gr1), CD48 and CD150 to 
discriminate  different  cell  populations.  CD45.1  and/or  CD45.2  staining  was  used  further  to 
distinguish donor and  recipient cells. LSK CD48‐ cells  from different  locations were  isolated  in 
"enrich mode", donor‐derived (young and/or old) LSK48‐150+ GFP+ cells were further single‐cell 
sorted  in  round‐bottom  96‐well  plates  in  cytokine‐supplemented  medium  to  generate 




10‐35  days  post‐sorting. Most  large  colonies  formed within  two weeks  of  culture.  Colonies 
reaching ~30000 cells or more (colony diameter reaching ~60% of the diameter of the viewing 
field) were used for barcode analysis. ~45% of the sorted LSK48‐150+ cells formed large colonies 












Spleens were  excised, weighed  and  pressed  through  a  100‐µm  filter  to  generate  single  cell 
suspensions. Red blood  cells were  lysed  in NH4Cl  solution  and  cell  suspensions were  stained 
with an antibody  cocktail as described above. Splenic  LSK48‐150+ GFP+  cells were  individually 
sorted to generate monoclonal cultures as described above. 
Clonal analysis of blood samples 
Clonal  analysis  in  blood  was  performed  by  next  generation  deep  sequencing,  as  previously 
described (18). Briefly, blood samples were collected every 6 weeks for at least 6 months and at 
the moment of  sacrifice. Erythrocytes were  lysed  in NH4Cl buffer and cells were  stained with 
fluorophore‐conjugated antibodies against Gr1, B220, CD3ε, CD45.1 and CD45.2, washed and 




performed  using  in‐house  developed  scripts  in  Python,  Perl,  Bioconductor,  R  and  VBA,  as 
previously described (18). In short, high quality reads were extracted and compressed into sets 
of unique sequences. Samples were retrieved on the basis of exactly matching the primer tag. 
Barcode  sequences  were  extracted  using Motif  Occurrence  Detection  Suite  (MOODS)  (20). 
Barcodes were sorted by read frequencies in descending order, barcode pairs varying by a single 












clone  frequencies  to  the  bone  location  with  the  smallest  number  of  successfully  retrieved 
clones. A  custom  script  in Python was used  to  test  the probability of  random deviation  from 
average (10000 trials) for a given set of a data points (number of bone compartments), as well 
as total sequence reads (number of trials). The script allows to simulate distribution of a certain 





For  correlation  and  linear  regression  analyses,  coefficients  of  correlation  (in  the  text  r  for 








quantitative and  therefore have particular  limitations, especially  in case of poorly overlapping 








months post‐transplantation.  To  address  the extent of  skeletal distribution of old  and  young 
HSC  clones,  we  compared  the  barcode  composition  in  four  skeletal  sites  in  recipients  of 
barcoded bone marrow cells (Figure 1A and B). Purified young (4 months) and aged (24 months) 
lineage‐  Sca1+  c‐Kit+  CD48‐  CD150+  (LSK48‐150+)  cells  were  mixed  and  transduced  with  a 








were  sorted  from  primary  recipients  and  clonally  expanded  in  the  presence  of  cytokines  to 




Mice  were  sacrificed  6  to  11  months  post‐transplantation  to  assess  the  dynamics  of  the 
migration process. Six mice were analyzed 6‐month post‐transplant, while additional groups of 





cells),  others  were  found  only  in  one  site.  Such  heterogeneity  of  spatial  distribution  was 
observed both  for old and  young HSC  clones,  and  it was not  related  to  the  total number of 
clones  found  in an animal. The observed differences  in clonal distribution were of  two kinds: 
some clones were present in some bones and absent in others. Other clones were present in all 
observed bones, yet their sizes were very different. As differences in the occurrence of barcode 
frequencies might be purely  random, or  related  to differences  in  the  total number of  clones 
analyzed (i.e. minor error of measurement due to a relatively small colony number), we tested 
whether the observed skewed distributions were statistically significant or rather happening by 
chance.  To  this  end  the  data  set  was  tested  against  the  null  hypotheses  of  equal  skeletal 








Similarly  to  clones  analyzed  6  months  post‐transplantation,  we  detected  skewed  clonal 











were  separately  purified  by  cell  sorting,  and  subsequently  pooled.  After  transduction  with  a  barcoded  vector 
library, cells were transplanted  into  lethally  irradiated animals. Recipient mice were sacrificed 6‐11 months post‐
transplant. Bone marrow  cells were  isolated  from  four  skeletal  locations and  LSK48‐150+  cells of  young and old 
origin were single‐cell sorted  into cytokine‐rich medium. Colonies expanded  to ~30 000 cells were harvested  for 
barcode analysis. (B) Schematic representation of the four bone groups that were analyzed. Bones analyzed in the 
same group are shown in the same color. (C) Skeletal distribution of barcoded clones in young (left) and old (right) 
LSK48‐150+  cells  in  a  single mouse,  analyzed  6 months  post‐transplantation.  Clones  that  are  colored white  are 






analysis are numbered.  (D)  Summary of all  clones of  young origin,  found  in 4 or more  colonies 6 months post‐
transplantation (n=6, data were derived from two cohorts of mice). X‐axis shows the rank of clone size, based on 
average value over all 4 locations, ranked from most frequent to the least frequent. Y‐axis shows the contribution 



















shown to  increase partner chimerism when administered  to a parabiotic animal  (8). To assess 






LSK48‐150+ cells were sorted  from  the spleen. Similar  to our  results described above, skeletal 
distribution  of HSC  clones  in  all  4  untreated  animals was  highly  asymmetrical  (Figure  2B,D), 
fifteen  of  31  clones  were  significantly  skewed  across  bone  sites.  Strikingly,  a  single  G‐CSF 
challenge  led  to complete  randomization of HSC clones across  the 4 studied  locations  (Figure 
2C,E). Skewing completely disappeared in this group (Figure 2E). This indicates that HSC clones 


















untreated mouse  transplanted with young cells. As  in Figure 1,  identical colors  relate  to  the  same clone, clones 







old  cells.  (I)  Summary of  relative  standard deviations  for  all  clones  found  in  4 or more  colonies  for  the  groups 
shown  in panels G and H. The difference between the groups was assessed by two‐tailed Mann Whitney test (p = 
0.0037). (J) Comparison of clonal composition of LSK48‐150+ cells in bone marrow and spleen/blood, 7 days after G‐
CSF  treatment  (n=2). BM  (bone marrow)  refers  to pooled data  from  all  four  skeletal  sites. Correlation between 




It has been  reported  that mobilization potential of HSCs might be affected by  the age of  the 




transduction and  transplantation)  (Figure 2G and H). Transplantations were performed as  for 
recipients of  young  cells  and G‐CSF was  administered  to  half of  the  animals  8 months post‐
transplant. One of G‐CSF‐treated mice suffered from a spleen rupture and died one week after 
injection. The  two  remaining mice were  sacrificed 10 weeks after mobilization. The  response 
was similar to young clones (Figure 2F and I), with the exception of one out of 13 clones (clone 





bone marrow  and  spleen  at  the peak of mobilization  (one week  after G‐CSF  administration). 
Recipients of co‐transplanted young and old cells  (as shown at Figure 1A) were used  to study 
the  response within  the  same  animal.  The  animals were mobilized  8.5  or  11 months  post‐










In naive mice,  the LSK48‐150+ phenotype allows  to purify a highly enriched HSC  fraction  (21). 
However, ex vivo culture, transduction and transplantation could in theory affect the phenotype 
of  primitive  cells.  To  confirm  that  LSK48‐150+  colonies  originate  from  functional  HSCs,  we 
compared barcode spectra  in mature blood populations with  those  from single cell expanded 
clones. Barcode  fluctuations  in blood  samples were  followed  for a period of 10‐11 months  in 
primary  recipients,  and  for  an  additional  6  months  in  secondary  recipients  (Figure  3A). 
Granulocytes,  T  and  B  lymphocytes  were  purified  from  blood  of  primary  and  secondary 
transplant  recipients  by  FACS,  and  barcodes  were  analyzed  by  high‐throughput  Solexa 
sequencing.  Previously,  we  showed  that  clonal  representation  of  the  hematopoietic  system 








the  corresponding  clone  size  in  LSK48‐150+  cells  (Figure 3B).  There  seems  to be no  apparent 
relation between clone size of a particular stem cell and  its repopulating activity measured  in 
blood samples. 
We decided  to  study  this  issue of  clone  size  representation  in more detail. For  the barcodes 
found  in  both  blood  and  HSCs  (reflecting  “active”  stem  cells),  we  next  asked  whether  the 
frequency of a barcode in LSK48‐150+ pool was correlated to frequencies in granulocytes, B and 
T lymphocytes. Figure 3C summarizes such analysis in primary recipients. It is apparent that the 
barcode  representation data  are quite disparate,  and no obvious  trend  can be  seen.  To  test 
whether  the  barcode  representation  in  blood  and  LSK48‐150+  colonies  from  bone  marrow 
showed  a  linear  relationship, we  calculated  the  relation  between  these  two  parameters  by 
testing whether the slope of the regression line was significantly different from zero (Figure 3D). 


















bone marrow LSK48‐150+ cells  remains undetected  in blood  in primary or  secondary  recipients,  respectively.  (D) 
Correlation  between  barcode  representation  in  bone  marrow  LSK48‐150+  colonies  and  three  mature  blood 










variables  (p=0.2776  and  p=0.8,  respectively). We  also  tested  Spearman  correlation  between 
different cell subsets: only LSK48‐150+ and B cells significantly correlated (ρ=0.3725, p=0.0275).  
Several  factors  could  contribute  to  the  lack of  linearity between barcode  size  in  lymphocytes 
and LSK48‐150+. First,  lymphocytes are  long‐lived blood cells  that persist  in  the circulation  for 
months,  in  contrast  to  granulocytes  that  are  replenished  every  two  days.  Thus,  detected 
lymphocytes can originate from stem cells that have exhausted long before analysis took place. 
Second, as only a fraction of bones was taken for analysis, a number of clones (contributing to B 
and  T  cell  production)  could  be  missed  in  the  analysis.  As  these  factors  are  irrelevant  in 
secondary transplantations, we compared barcodes  in blood of 13 secondary recipients to the 
LSK48‐150+  pool  composition  in  primary  animals  (Figure  3E).  For  all  three  populations 
(granulocytes,  B  and  T  cells),  clonal  distribution  in  blood was  proportional  to  corresponding 
LSK48‐150+ pool of  the donor,  and  the  slope was  significantly different  from  zero  (p<0.0001, 
p=0.001,  and  p=0.0001,  respectively). While  in  the  primary  animals,  only  B  cells  and  bone 
marrow  composition were  significantly  correlating,  in  secondary  recipients,  clonality  of  both 




in  bone marrow  and  blood.  Obviously,  there  are  other  factors  than  clone  size  in  the  bone 
marrow which affect clonal representation in the blood. 




secondary  recipients,  resulting  in  an  underestimated  clonal  representation  compared  to  the 
primary recipient. We tested whether the clonal composition of blood  in secondary recipients, 
transplanted with bone marrow from a single skeletal site, was similar to the HSC (LSK48‐150+) 
pool  of  the  corresponding  donor  bone. As  a  “negative  control” we  compared  the  data with 






the  barcodes  found  in  blood  at  levels  of  >1%  in  either  primary  or  secondary  animals  that 
correspond to  the active stem cells, and excluded barcodes  that occurred  less  frequently. We 
further analyzed correlations and tested  linear relationships between barcode make‐up of the 
LSK48‐150+ pool in a certain skeletal site and matched (marked in green) or unmatched (marked 
in white)  secondary  recipients  (Figure 4). Despite  large  variation  in  the  amount of output of 
mature blood cells per LSK48‐150+ clone (Figure 3), both linearity and correlation were higher in 
the  matched  samples  (Figure  4A,  green).  In  8  out  of  12  cases  of  blood  vs.  bone  marrow 
comparisons, barcode makeup of blood  in secondary recipients was significantly similar to the 
barcode  composition  of  LSK48‐150+  cells  in  the  donor  bone  of  origin  (p<0.05).  In  contrast, 
correlations were  insignificant  in all unmatched samples. Similarly, we observed good  linearity 
between clone sizes  in blood and HSCs  in 6 groups (p<0.05). Among unmatched groups,  linear 
dependence was observed  in one case (where the granulocytic population showed good fit to 





Figure  4.  Clonal  blood  composition  in  secondary 
recipients  reflects  the  clonal  HSC  makeup  of  bone  of 
origin.  (A)  Experimental  setup. Bone marrow  cells were 
isolated  from  two primary  recipients  (left and  right hind 
legs  from  recipient 1, and  spine and  right hind  leg  from 
recipient  2)  and  were  transplanted  in  4  secondary 
recipients  each.  In  parallel  with  secondary  transplant 
barcode  frequencies were  assessed  in donor  LSK48‐150+ 
cells. Granulocytes  (G), B and T cells were  isolated  from 
blood  of  secondary  recipients  12‐24  weeks  post‐
transplant  and  clonal  analysis  performed  by  high‐
throughput  sequencing.  The  relation  between  barcode 
representation  in  LSK48‐150+  colonies  and  blood  of 
secondary  transplant  recipients  was  evaluated  in 
matched  (green) and unmatched  (non‐marked)  samples. 
(B) The clonal composition of HSCs in the LSK48‐150+ pool 
in  a  certain  skeletal  site  was  compared  with  blood 
composition  of  related  and  unrelated  secondary 
recipients  using  Spearman  correlation  and  linear 
regression  analysis.  The  tables  summarize  conditions 










in basic hematology research, and  for  implementation and  interpretation of experimental and 
clinical bone marrow transplantation protocols. Here, we studied post‐transplantation skeletal 
distribution  of  hundreds  of  HSCs  clones  to  address  the  extent  of migration  in  steady‐state 
conditions  and  upon  G‐CSF‐induced  mobilization.  Genetic  barcoding  of  highly  purified 
hematopoietic cells was used  to quantitatively analyze HSC clone sizes  in different bones and 
contributions of these clones to blood.  
Our  findings  demonstrate  that,  at  very  extended  time  intervals  (at  least  11  months)  after 
transplantation, the distribution of both old and young HSC clones across multiple skeletal sites 
is highly skewed. This  is  in  line with data showing relatively slow rates of HSC equilibration  in 
parabiotic mice (8). However, our findings are in contrast with studies that suggested that 1‐5% 
of HSC pool circulates daily  (11). Simulations  indicate that at such rates the clonal make‐up of 




Strikingly,  a  single G‐CSF mobilization  regimen  resulted  in  uniform  spreading  of HSC  clones, 










niches,  differential  niche  preference  could  potentially  contribute  to  heterogeneity  in  the 
observed  localization  patterns  as  well.  This  issue  could  potentially  be  resolved  by  further 
subfractionation of HSCs from increasingly more defined physical regions of the bone marrow. It 
is  recognized  that  G‐CSF  induces  mobilization  through  affecting  specific  ligand‐receptor 
interactions, and by inducing proteolytic cleavage of receptors (6). G‐CSF affects not only HSCs, 
but also mature hematopoietic cells, as well as other cell  types collectively  referred  to as  the 




modification  of  the  niche. How  this modification  is  contributing  to  the  randomization of  the 
clonal distribution is a matter of a separate study. 
The fact that G‐CSF efficiently equilibrates practically all clones, indicates that each individually 





but  extrinsic  and  intrinsic  effects  could  not  be  discriminated  Here,  we  observed  similar 
migratory abilities of young and old populations in co‐transplantation settings, in transplants of 
only  young  or  old  cells,  and  upon  mobilization,  demonstrating  that  putative  changes  in 
mobilization with  age must  be  primarily  stem  cell  extrinsic,  highlighting  the  possible  role  of 
niche ageing in modulating HSC mobilization. 
There are several putative caveats of our approach. First, HSC activation during gene  transfer 
procedures could affect  their  function. While we  (inevitably) did use ex vivo  transduction and 
transplantation  to  follow  HSCs,  we  demonstrate  that  these  cells  retain  the  ability  for 
multilineage  differentiation  in  irradiated  hosts.  The  extent  of  heterogeneity  of  repopulating 
ability  and  developmental  capacity  of  individual HSCs observed  is  in  a  good  agreement with 
experiments  with  transplantation  of  unmanipulated  single  cells  (25,26).  Therefore,  we  are 
confident that qualitatively our observations are not affected by the method, but rather seem 
to  reflect  the natural  clonal behavior of  repopulating HSCs.  Second, we determined barcode 







elsewhere. This  can  contribute  to a  lack of  consistency between  the  clonal make‐up of bone 
marrow  and  blood,  and  the  use  of  cells  obtained  from multiple  skeletal  bones  is  advisable. 
Second,  the  same  limitations  apply  for  using  bone  marrow  biopsies  to  monitor  clonal 
fluctuations  in mice, cats, dogs, monkeys, or  indeed  in human gene therapy patients. Previous 
research on xenotransplantation of human cells  into  immunodeficient mice  indicated that the 
clonal  composition  of  bone  marrow  in  individual  bones  varied  (27).  However,  the  authors 
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biology,  such as kinetics  following bone marrow  transplantation, HSC migration and effect of 
aging on clonal behavior of HSCs. This Chapter summarizes the main findings of the thesis and 
puts these studies into the perspective.   
In  Chapter  2,  we  provide  an  overview  of  the  available  data  on  heterogeneity  in  HSC 
compartment  and  discuss  potential  clinical  relevance  of  this  phenomenon.  We  introduce 
different aspects of HSC behavior that can vary dramatically between distinct HSC clones, such 
as  cycling  rate, mature  blood  cell  output  and  repopulation  potential.  Next, we  discuss  how 
representation of particular HSC subsets in the HSC pool can change with the aging. Afterwards, 




This Chapter  illustrates how suboptimal technology can  lead to discrepancies  in  interpretation 
of clonal  studies providing an  incentive  for development of quantitative  sensitive methods of 
analysis. We  compare  available  methods  of  clonal  tracking  based  on  retroviral  marking  of 
hematopoietic cells and discuss how drawbacks of different experimental procedures can affect 
the  clonal  readout.  Such  experimental  steps  include  genome  restriction  that  produces 
fragments  of  variable  size  what  could  result  in  inefficient  PCR  amplification,  or  in  missing 
integration  sites  during  analysis. We  analyze  the  theoretical  genome  coverage  by  restriction 




quantitative  analysis.  This  approach  is  based  on  insertion  of  a  random  sequence  tag,  or  a 
barcode, into the genome of viral vector. Upon transduction, barcode tag individually labels the 











reads  per  run, we  perform  the  analysis  in multiplexed  format  by  amplifying  barcodes  with 
indexed primers. This allows us to combine up to 300 samples in a single pool. To determine the 
sensitivity  and  resolution  of  this  protocol,  we  analyzed  defined mixtures  of  barcoded  cells 
containing different  cell numbers and varying  ratios of barcodes. Barcodes with  frequency of 
0,5% could be quantitatively detected, and barcodes were reliably analyzed in samples with as 
low as 1000 cells. Further, we used this approach to follow the clonal behavior of hundreds of 
young  and  old  HSCs  in  the  polyclonal  transplantation  setting.  HSCs  were  purified  by  flow 
cytometry  based  on  their  immunophenotype,  transduced  with  barcoded  vector  library  and 
transplanted  into  irradiated hosts. Barcode composition of short‐lived granulocytes, and  long‐
lived B and T lymphocytes was analyzed in sequentially drawn blood samples. We demonstrate 
that  the most  of  the  transplanted  HSCs  stably  contribute  to  blood  production  from  3  to  6 





Chapter  5  reports  the  skeletal  distribution  of  young  and  aged  HSC  clones  following  bone 
marrow  transplantation. Barcode  labeling  is used  to  individually mark HSCs prior  to  injection 





used  to  harvest  HSCs  for  human  bone  marrow  transplantations,  leads  to  a  complete 
equilibration  of  skeletal  spreading.  Further,  composition  of  HSC  pool  in  bone  marrow  is 
compared  to  clonal  make‐up  of  blood  in  secondary  recipients.  We  show  that  barcode 
















HSCs  the  decisions  on  lineage  commitment  are  made  in  a  binary  fashion  on  all  levels  of 
differentiation,  recent  data  indicate  that  intrinsic  heterogeneity  in  developmental  program 
exists on  several  levels of hematopoietic hierarchy  (1). Such heterogeneity  is now considered 
one  of  the  fundamental  characteristics  of  the HSC  pool  (1).  Lineage  imprinting  of  the more 
committed progenitors has also been recently demonstrated in multipotent progenitors (2).  
Data  obtained  with  cellular  barcoding  method  in  our  and  other  labs  confirm  the  claim  of 
heterogeneity  in  the  polyclonal  hematopoiesis  (2‐4).  In  Chapter  4 we  demonstrate  that  the 
lineage skewing of transplanted barcoded HSCs is stable and is preserved for at least 6 months 
post‐transplant.  Interestingly,  changes  in  the  lineage  bias were  detected  in  a  proportion  of 
clones upon serial transplantation both in single‐cell transplant recipients (5‐7) and in barcoding 
experiments  (3).  The  recent  data  in  our  lab  demonstrates  that  serial  transplantation  is  not 
requisite  for  such  ‘switching’:  we  have  observed  transitions  of  developmental  program  of 
certain clones upon a long period of observation (>1 year post‐transplantation). 
Data  on  barcoded  HSCs  generated  in  this  thesis  and  in  other  current  work  also  allows  to 
demonstrate  on  the  clonal  level  presence  of HSCs with  different  turnover  rates  in  the  bone 
marrow. As shown  in Chapter 5 and demonstrated by Grosselin et al.  (3), a number of clones 






(1).  Recently,  existence  of  separate  niches  harboring  cells  of  different  developmental  stages 
(8,9) and different cycling rates (10) has been reported. As our data on post‐transplantation HSC 






the majority  of  previous  studies  compared  young  and  aged  populations  in  either  single‐cell 
setup or on population basis, in this thesis we observed their behavior in polyclonal situation.   
Insights into HSC aging 







analyzing  homing,  migration  and  mobilization  behavior  of  hundreds  of  old  clones  co‐
transplanted with young HSCs (Chapters 4 and 5). Puzzlingly, while previous (not clonal) data on 
homing  suggests  aging‐induced  decline  (6,13),  detailed  analysis  of  HSC  pool  demonstrated 
preservation  of  original  relationship  between  number  of  aged  to  young  clones  for  up  to  8 
months post‐transplantation, however the output of old HSC pool to both primitive and mature 








Clonal  tracking  of HSCs  focuses  on  establishing  relationship  between HSCs  and  downstream 
effector cells and characterizing how this relationship changes in time or upon development of 
pathology.  Ideally,  a  tool  for  clonal  analysis would  allow  to  follow  every HSC  and  its  output 
quantitatively,  and  to  ensure  simple  and  reliable  discrimination  between  distinct  clones. 











in  human  hematopoietic  and mammary  systems  have  been  recently  published  (14,15),  and 
studied  on  non‐human  primates  are  underway.  While  current  reports  document  normal 
hematopoiesis, barcoding can be applied to follow clonal expansion following oncogene‐driven 
leukemia,  and  to  analyze  changes  during  treatment  and  secondary  transplantation.  The  first 
study  that  tracks  development  of  leukemia  following  overexpression  of  barcoded  ΔTkr‐
expressing vector has recently been published (16).   
An obvious limitation of barcoding experiments is the necessity for ex vivo cell manipulation and 
transplantation.  In  line with  that,  in  Chapter  4, we  confirm  that  even  relatively  short  2  day 
transduction protocol decreases  frequencies of  functional stem cells among purified primitive 
cells.  Similarly,  transplantation  of  HSCs  into  irradiated  animals  or  mice  with  compromised 
hematopoietic system creates conditions favoring expansion of donor HSCs rather than steady 
maintenance mode of hematopoietic system at normal conditions.  Irradiation of recipients by 
itself  could  also  influence  engrafting  cells,  however  recent  data  generated  in our  lab do  not 











microsatellite  regions allowed  to study clonal architecture of human  leukemia  (18). Given  the 
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Dagelijks  worden  miljarden  bloedcellen  geproduceerd  om  een  organisme  goed  te  laten 
functioneren.  Deze  bloedcellen  zijn  afkomstig  van  hematopoëtische  stamcellen  (HSC)  in  het 
beenmerg. Door het onderzoeken van deze HSC’s kunnen we meer  te weten komen over de 
fundamentele biologie van deze  cellen en  inzicht  krijgen  in het ontstaan  van hematologische 






Ook  is  bekend  dat  veranderingen  in  de  HSC  populatie  kunnen  leiden  tot  hematologische 
ziektebeelden  en  veranderingen  van  hematopoëtische  cellen  tijdens  veroudering,  zoals 
verzwakking van het immuunsysteem en een verhoging van de kans op myeloïde maligniteiten. 
HSC’s  zijn  de  eerste  stamcellen  die  zijn  toegepast  in  de  kliniek,  de  eerste  beenmerg 
transplantatie  is uitgevoerd  in 1958 voor de behandeling van  leukemie. Tegenwoordig worden 
beenmerg transplantaties veelvuldig gebruikt voor de behandeling van hematologische en niet 
hematologische  afwijkingen.  HSC’s  zijn  het  best  onderzocht  in muismodellen  waardoor  een 
beter inzicht ontstond in verschillende mechanismen die later zijn bevestigd in mensen. 
Doordat het beenmerg vele duizenden HSC klonen bevat  is het belangrijk ze  te volgen  in een 
polyklonale omgeving. Het huidige inzicht van het functioneren van HSC functie is gebaseerd op 
verschillende  studies  van  celpopulaties,  transplantaties  met  één  enkele  cel  en  retrovirale 
markering. Deze technieken hebben technische beperkingen en kunnen moeilijk een goed beeld 
geven van kwantitatieve, hoge resolutie analyse van klonaliteit. 
Het  werk  dat  wordt  beschreven  in  dit  proefschrift  is  gericht  op  het  onderzoeken  van  de 
heterogeniteit van het gedrag van HSC’s  in  jonge muizen en gedurende veroudering. Hiervoor 
hebben we een nieuwe  techniek opgezet, gevalideerd en  toegepast voor het barcoderen van 
cellen.  We  hebben  enkele  basale  vraagstellingen  over  de  biologie  van  HSC’s  onderzocht, 
waaronder de kinetiek van hematopoietisch herstel na beenmergtransplantaties, HSC migratie 
en het effect van veroudering op de klonaliteit van HSC’s. 
Hoofdstuk  1  bevat  een  algemene  introductie  van  dit  proefschrift.  Hierin  wordt  het 
hematopoëtische systeem beschreven  en de biologische kenmerken van HSC’s. Ook beschrijven 







en beschrijft de mogelijke  klinische  relevantie hiervan. We bespreken  verschillende  aspecten 
van  het  gedrag  van  HSC’s  die  grote  variatie  tussen  verschillende  klonen  kennen,  zoals  de 
snelheid waarmee  ze  delen,  de  productie  van  uitgerijpte  bloedcellen  en  de mogelijkheid  tot 
repopulatie.  Vervolgens  beschrijven  we  hoe  een  bepaalde  subpopulatie  HSC’s    kunnen 





klonaliteit  in  het  hematopoëtische  systeem.  Dit  hoofdstuk  beschrijft  hoe  suboptimale 
technologie kan  leiden  tot verschillen  in  interpretatie van  studies over klonaliteit en moedigt 
aan tot het ontwikkelen van kwantitatieve en gevoelige methodes voor analyse. We vergelijken 
beschikbare methodes voor het traceren van klonen gebaseerd op het retroviraal markeren van 
hematopoëtische  cellen  en  beschrijven  hoe  de  nadelen  van  experimentele  handelingen  het 
begrip  van  klonaliteit  beïnvloeden.  Deze  experimentele  stappen  omvatten  o.a.  het 
fragmenteren van het genoom op basis van restrictie enzymen, waardoor fragmenten ontstaan 
van  variabele  lengtes,  hetgeen  kan  resulteren  in  inefficiënte  PCR  (polymerase  kettingreactie) 
amplificatie,  of  het  niet  vinden  van  integratiesites  gedurende  analyse.  We  maken  een 
theoretische analyse van de dekking van het genoom met restrictie enzymen die vaak worden 
gebruikt  in  de  literatuur,  en  doen  een  voorstel  voor  een  combinatie  van  enzymen  voor  een 
optimale dekking  van het  genoom. Vervolgens beschrijven we hoe door een  gebrek  aan  ruis 
filtering  virale  genoominserties  die  gedetecteerd worden  door middel  van  "high‐throughput 
sequencing", een overschatting kunnen geven van het aantal klonen We beargumenteren dat 
de  recent  ontwikkelde  techniek  van  het  barcoderen  van  cellen  een  goede methode  is  voor 
kwantitatieve  analyse. Deze methode  is  gebaseerd op de  integratie  van een willekeurig DNA 
sequentie  (ook wel barcode genoemd)  in het genoom van een virale vector. Door  transductie 
worden HSC’s  individueel gelabeld met een barcode en geven dit door aan hun nakomelingen. 






In  hoofdstuk  4  valideren  we  bovenbeschreven  techniek  voor  klonale  analyse  door  het 







en  resolutie  van deze methode  te bepalen hebben we  analyses uitgevoerd op mengsels  van 
gebarcodeerde  cellen  met  vooraf  bekende  hoeveelheid  cellen  en  variërende  ratio’s  van 
barcodes. Barcodes met een frequentie van 0,5% konden kwantitatief worden gedetecteerd en 
barcodes  konden  betrouwbaar worden  geanalyseerd  in  samples  van minimaal  1000  cellen  . 
Vervolgens hebben we deze benadering gebruikt voor het volgen van het klonale gedrag van 
honderden jonge en oude HSC’s  in polyklonale transplantaties. HSC’s werden op basis van hun 





(tot  1  jaar  na  transplantatie)  verandert  de  klonale  representatie  van  zowel  myeloïde  als 
lymfoïde klonen in één richting, of ze verminderen, of ze expanderen. Tenslotte hebben we de 
compositie  van  een  populatie  van  jonge  en  oude  HSC’s  geanalyseerd  in  getransplanteerde 
ontvangers. De populatie jonge HSC bevatte slechts enkele potente klonen, terwijl de oude HSC 
pool bestond uit meerdere, maar kleine klonen. 
Hoofdstuk  5  beschrijft  de  distributie  van  jonge  en  oude  HSC  klonen  over  het  skelet  na 
beenmergtransplantatie.  Een  barcode  label  is  gebruikt  om  HSC’s  individueel  te  markeren 
voordat  deze  getransplanteerd  werden  in  bestraalde  ontvangers. We  isoleerden  HSC  uit  4 
verschillende  soorten botten, 6  tot 11 maanden na  transplantatie, en vergeleken de barcode 
compositie  op  verschillende  locaties  in  het  skelet. We  laten  zien  dat  de meeste HSC  klonen 
gelokaliseerd zijn op één enkele locatie. Deze  lokalisatie houdt aan tot tenminste 11 maanden 
na transplantatie, hetgeen suggereert dat migratie van HSC zeer beperkt  is. Echter, één enkele 
dosis  van  Granulocyte  Colony  Stimulating  Factor  (G‐CSF),  dat  veelvuldig wordt  gebruikt  om 
HSC’s  te oogsten  voor beenmergtransplantaties,  leidt  tot een evenwichtige  verspreiding over 
het skelet. Verder is de compositie van de HSC pool in het beenmerg vergeleken met de klonale 
samenstelling van het bloed  in secundaire ontvangers. We  laten zien dat de barcodes zoals ze 
voorkomen  in  het  bloed  na  transplantatie  overeenkomen met  die  zoals  ze  voorkomen  in  de 
















Leonid Bystrykh.  I was  truly  lucky  to get  supervision  from both of you, as  the  things  I  learnt 
were very complementary. You made a huge contribution to what I am as a scientist. 
Gerald, looking back I understand that taking into the lab a student with no biology background 
has been quite a  risk. Thank you  for your  trust  in me! Thank you  for  introducing me  into  the 
exciting  world  of  stem  cells  and  letting  me  pursue  my  PhD  in  an  excellent  scientific 
environment.  I  am  always  inspired by  your enthusiasm  about  science,  your positive  attitude, 
and your ability to make others excited about the research.  I also appreciate the freedom you 
gave me during the project. You have always been extremely supportive in helping me make the 
career  choices,  and  you  always  took  time  to  discuss my  concerns.  I  also  really  value  all  the 
exposure you gave to me and my results by letting me participate in so many conferences and 
introducing me to the leading scientists in the field.   
Leonid, Леонид  Витальевич,  I  am  very  grateful  for being  supervised by  you over  the  last 6 
years. You are an exceptional scientist – very critical, with very original  ideas, and you always 
have the courage to ask difficult to‐the‐point questions. I was always impressed by your ability 

















(how many  thousand monoclones was  it?). You are extremely  responsible, hard‐working and 
creative and it is nice to see how important you became not only for functioning of our lab, but 
of the whole Eriba. Katya, for the last couple years, not a day came by without me sharing all of 




options.  Brad,  Ronald  and  Hein,  your  experience,  expertise  and  advice  were  extremely 
important to guide me through the start of my PhD. Olya,  it was worth starting a PhD  just to 
meet  you!  You made my  torturous  first  attempts  in  using molecular  biology  techniques  feel 
better. I am still hopeful “Oncoengine” will find its way into a publication and our lost Christmas 






experiments,  and  I  am  looking  forward  to  getting  the  irradiation  story  done!  (All  these  old 
papers to read still…) Erik, what you do is not only science but also ART! Will we ever get these 




from  you.  Sometimes  our  requests  are  weird  –  who  would  expect  to  plan  a  “non‐sexy 
experiment”? I really appreciate all your help! Bertien, I don’t know how we would get through 
all the levels of bureaucracy without you. Thank you for your help with animals experiments and 
for  sharing  your  expertise  on  cell  culture!  Jaring, what  a  coincidence  you moved  from  one 
barcode  lab  to another one!  It was great  to know you as a  fellow student, but  I also am very 
happy you established  the “Jaring assay” with Brad, as  it  is  in  the core of publications  in  this 
thesis. I hope you are enjoying Australia! Sandra O, your speed in performing experiments was 
legendary  in  the  lab and you surely were missed! Thank you  for your help! Martusia, you are 
our escapee from the academic world, and I am very glad to see your happy photos. I tell about 
my talented friend to every Stemcelltechnologies employee I ever meet  It was great to share 
office with  you,  to have a  fellow PhD  sufferer  to  share  the experience, but also  to  spend  so 
much time outside of the lab (Andrzejki were so much fun!). It was  also a lot of fun to be in the 
Gopher board with you and Thomas, and I am proud we were the founding members. Soon we 
will share  the same coast, so  I hope  to see you  in  the near  future! Edyta, you used  to be my 







to graduate!  It was nice to share an office with you. The best of  luck  for your postdoc! Karin, 
you became a very successful PhD student, and now decided  to stay  in our  lab  for a postdoc 
which I am sure will be very successful as well. I will never forget our Australian trip with Alice 
and Brad (speedies, spiders and flying foxes?!). Alice, you were the first offspring of Topmaster 






I spent an uncountable number of hours at  the FACS  facility, and  I would  like  to  thank Henk, 
Geert and Roelof‐Jan for their help, nice conversations and improving my Dutch skills. You really 
had to have patience with my samples (who else could spend the whole day analyzing a single 
mouse?)  and  I  appreciate  your  professionalism  and  expertise.  Henk,  bedankt  voor  alle 
gesprekken  over Nederland  en  Rusland,  voor  jouw  steun  en  vriendlijkheid!  Ik  ga  je  heel  erg 
missen! Geert, with your  impressive knowledge of the sorters, we knew every problem would 




will be) used  in the publications and  I had a  lot of fun  interacting with you.  I am happy to see 







For  the  last  year,  I have been working on  collaborative project with  the  lab of Prof.  Eugene 
Berezikov.  I would  like  to  thank  Zhenya  for  letting me  join  the  lab,  and  all  lab members  – 









floor. Our Christmas dinners, Sinterklaas parties and  lab days were always a  lot of  fun, and  it 
was great to be surrounded by so many friendly faces. Sarah, Martti and Yamini, it was exciting 
to follow your progress in salivary stem cell research during our work discussions.  
Working  in a  large organization always  involves a  lot of bureaucracy, but  I almost didn’t feel  it 
thanks to wonderful support from our secretaries, lab managers and receptionists. For the large 
part of my PhD, while we were  located on  the 5th  floor,  I was  lucky  to work with Annet and 
Gerrie,  and  once we moved  to  Eriba,  also with  Sylvia, Maria,  Joke,  Kim, Henk  and Helena. 
Thank you for your help!  
I would like to thank the members of Department of Experimental Hematology for the critical 





My  science  journey  in  Groningen  started  with  Topmaster  program  in  Medical  and 
Pharmaceutical  Drug  Innovation.  Dear  Han,  Anke  and  Harrie,  thank  you  for  organizing  this 
amazing introduction into research.  




With  the end of my PhD,  I am moving  to UCSF  to  join  the  lab of Dr. Emmanuelle Passegué.  I 
would like to thank the whole lab for the warm welcome, and I am looking forward to working 
you! 
Of course,  there  is  life outside of work, and  I was  lucky  to meet a  lot of wonderful people  in 
Groningen, within and outside PhD community. Vitya and Ania K, your every visit is a lot of fun! 
I  am happy  to  see  you  so happy with each other! Vladimir,  Lora,  Zmaray, Katya P, Georg – 








My  biggest  gratitude  goes  to  my  closest  friends  and  family  –  people  who  supported  me 
throughout  this  long  journey.  I wouldn’t manage without your encouragement! Ксюша, Аня, 
Оля, Катя, спасибо за вашу поддержку, мне очень повезло найти таких прекрасных подруг, 
я всегда могу на вас положиться! Ксюшочек, ты всегда можешь найти правильные слова и 
показать  правильный  пример.  Для меня  ты  часть  семьи.  Семья!  Для меня  вы  стержень, 
который помогает выдержать любые испытания. Папа, я очень рада, что следую по твоим 
научным стопам! Саша, помимо твоих рабочих успехов, ты успел стать папой. Kак здорово, 
что  я недавно  стала  тетей!  Я очень жду встречи  с Надюшкой. Митюша,  я  очень  горжусь 
твоими  спортивными  достижениями.  Серый,  мне  очень  приятно,  что  в  нашей  семье 
появился  еще  один  фармацевт!  Евгений  Александрович,  Ваше  чувство  юмора 
незаменимо! Тетечка,  твой оптимизм и доброта всегда вдохновляют! Тетя Света, Вы для 
меня прекрасный образец мудрости. И наконец, мама. Ты мой самый близкий и родной 










































2011  Groningen  Organization  for  PhD  Education  and  Recreation  (GOPHER).  Founding 
board member, treasurer, PR manager.  
 
2010 – 2011  Groningen  Association  for  PhD  Students  (GRASP)  (over  400  members).  Board 
member, treasurer, PR manager, event manager.  
 

























‐ V.  EKF  Symposium  on  Adult  Stem  Cells  in  Aging,  Diseases,  and  Cancer  in  Eisenach 
(Germany). 
‐ StemCellMathLab dedicated to quantitative tracking of clonality in Dresden (Germany). 




 2007 – 2008  HSP  Huygens  scholarship  from  the  Netherlands  Organization  for  Cooperation  in  higher 
education (Nuffic) for excellent students covering 1‐year study in the Netherlands.  
 
 2006 – 2007  Scholarship  of  Graduate  School  of  Drug  Exploration  (GUIDE)  for  students  selected  for 
participation in Topmaster programs.  
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